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ABREVIATIONS

[U-14C]-fructose fructose marqué au 14C sur tous ses carbones
[U-14C]-glucose glucose marqué au 14C sur tous ses carbones
3'UTR 3’ Untranslated Region (région non traduite en 3’)
5'UTR 5’ Untranslated Region (région non traduite en 5’)
ADN Acide DésoxyriboNucléique

ADN-T ou t-DNA Acide DésoxyriboNucléique de transfert

ADP Adénosine-5'-diphosphate

AO Acridine orange®

ARN Acide RiboNucléique

ATP Adénosine 5’ triphosphate

cccp carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone
COPASI COmplex PAthway Simulator

DO Densité Optique

dpm Désintégrations par minute

EDTA Acide éthylene diamine trétraacétique

EtOH Ethanol

F6P Fructose-6-phosphate

FK Fructokinase

G1P Glucose-1-phosphate

G6P Glucose-6-phosphate

G6PDH Activité glucose-6-phosphate déshydrogenase
GAPDH Activité glyceraldehyde-3-phosphate deshydrogenase
GK Glucokinase

GPT glucose-6-phosphate/phosphate translocator

HK Hexokinase

HPLC High Performance Liquid Chromatography

INV Invertase

kDa kilo Dalton (10°)

Ki constante d'inhibition

Km constante de Michaelis

LB, RB Left Border, Right Border

LDH Lactate déshydrogénase

MF Matiere Fraiche

Milieu MS Milieu de culture Murashige & Skoog

mQ eau miliQ

MS Matiere séche

MU 4-méthylumbelliferone

MUM 4-méthylumbelliferyl-a-mannopyranoside
NAD+(H) Nicotinamide adénine dinucléotide oxydé (réduit)

NADP+(H) Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydé (réduit)



p/v
PAP
pb, Mb
PCR
PEP
PFK

Pi
PySCeS
RAS
RMN
ROS
rpm
SCE
SPS
SuSy
SUT4
TAIR
Tm
TMT
TRIS
Ui

UDP
UDPG
v/v
Vm (ou Vmax)

poids/volume

Purple Acid Phosphatase

paire de bases, M bases (10°)
Polymerase Chain Reaction
phosphoénolpyruvate
Phosphofructokinase

phosphate inorganique

python Simulator for Cellular Systems
radioactivité spécifique

Résonance Magnétique Nucléaire
Especes réactivres de I'oxygene
rotation par minute

Somme des carrés des écarts
Saccharose phosphate synthase
Saccharose synthase

sucrose transporter

The Arabidopsis Information Ressource
Température moyenne a laquelle 50% des brins d'ADN sont hybridés
tonoplast monosaccharide transporter
Tris hydroxyméthylaminométhane
Unité enzymatique internationnale
Uridine-5'-diphosphate
Uridine-5'-diphosphate-glucose
volume/volume

Vitesse maximale d'une enzyme
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LE LABORATOIRE, L'EQUIPE ET LES OBJECTIFS

L'UMR 1332 BFP "Biologie du Fruit et Pathologie" s’intéresse a deux aspects
fondamentaux de la recherche végétale, i) I'étude du développement précoce du
fruit et la mise en place des critéres de qualité des fruits charnus et ii) I’étude de
pathogenes non cultivables de plante et de leurs interactions avec leurs plantes
hotes ou leurs vecteurs. Mon travail de thése s’inscrit dans la premiere
thématique et s’intégre a I'équipe Métabolisme dont l'activité centrale regroupe
la modélisation intégrative du fruit de tomate et I'analyse des réseaux
métaboliques. L'objectif de I'équipe est de mieux comprendre le métabolisme et
la maniere dont il répond aux conditions environnementales et influence la

production et la qualité de la biomasse végétale.

Les recherches effectuées au cours de mon doctorat ont pour objectif d’étudier
I'implication d’activités phosphatases acides dans le métabolisme et le stockage
des sucres dans la vacuole d’Arabidopsis thaliana. Mon travail s’inscrit dans la
continuité de celui mené par Ana Paula Alonso décrivant une voie de biosynthese
du glucose impliquant du G6P et une activité putative G6Pase acide sur les
pointes de racines de mais. Avant la présentation des résultats obtenus une
synthese bibliographique sera détaillée en guise d’introduction afin de replacer le

sujet dans son contexte scientifique.
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INTRODUCTION GENERALE

I. PREAMBULE

Dans la premiere partie de l'introduction de ce manuscrit, je présenterai les
raisons du choix d’Arabidopsis thaliana comme modéle d’étude. Dans la
deuxieme partie, seront développés les liens étroits qui existent entre la
photosynthése, le transport du saccharose et la compartimentation subcellulaire
des sucres. Cette partie sera également |'occasion de détailler les mécanismes
d'imports des sucres dans la vacuole et de présenter la famille multigénique des
"Purple Acid Phosphatases" (PAPs) chez Arabidopsis thaliana. La troisieme partie
décrira I'approche utilisée dans mon travail de thése, notamment les contraintes,
limites et précautions a prendre dans I'étude du métabolisme chez les végétaux.
Dans le but de valoriser et d’exploiter les données expérimentales générées par
les approches en -omique, les approches in silico se sont développées en méme
temps que les progrés de la micro-informatique ; ce point sera abordé dans la
quatrieme partie de cette introduction. Finalement, la cinquiéme et derniere
partie présentera le contexte de recherche dans lequel s’est placé ce sujet, les

objectifs généraux ainsi que la présentation de mon travail de these.
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II. LE MODELE ARABIDOPSIS THALIANA

Arabidopsis thaliana est une petite plante a fleur (20-25cm) appartenant a la
famille des Brassicaceae, famille connue pour regrouper les espéces cultivées du
chou, du radis et du colza. Elle est découverte au XVI®™ siécle par un botaniste
allemand, Johannes Thal, qui publie en 1577 "Sylva Hercynia" dans lequel
apparait pour la premiére fois la description de cette plante sous le nom de
Pilosella siliquosa (Ressource, TAIR). Ce nom change a plusieurs reprises avant
gu’elle ne soit connue sous |'appellation Arabidopsis thaliana en hommage a son
découvreur. Il faut ensuite attendre 1907 et les travaux de Friedrich Laibach sur
le nombre de chromosomes chez différentes espéces pour voir apparaitre A.
thaliana dans une étude. Ce n’est qu’a partir de 1943 qu’Arabidopsis thaliana
intéresse véritablement la communauté scientifique. Laibach décrit a cette
époque les nombreux avantages que cette plante présente, cycle de vie court (6
a 8 semaines a partir de la germination pour obtenir des graines matures ;

http://www.arabidopsis.org, croisements facilités, descendance nombreuse,

petite taille permettant de la cultiver en grand nombre dans des environnements
confinés tels que des chambres de cultures et surtout facilité de la mutagenése ;
pour revue (Meyerowitz, 2001)). L'étudiante de Laibach, Erna Reinholz, publie en
1945 sa these, dans laquelle elle expose ses travaux sur la création de mutants a
partir de rayons-X. C'est a cette époque que nait la premiere collection de
mutants d’Arabidopsis thaliana. C'est a Laibach et ses étudiants que I'on doit

aujourd’hui les bases des larges collections d’écotypes d’Arabidopsis.

Elle ne devient plante modele qu’avec l'essor de la génétique, de la physiologie
et de la biologie moléculaire dans les années 1980 (Pour revue (Meyerowitz,
2001)). A cette époque, I'idée de se tourner vers un organisme commun pour les
végétalistes anime tous les débats. Le pétunia, pour sa facilité de transformation,
et la tomate, pour la large collection de mutants déja disponibles, divisent la
communauté scientifique. Pourtant la balance penchera du c6té des défenseurs
d’Arabidopsis pour les raisons évoquées quelques lignes plus haut. Son génome
de petite taille (= 120 Mb réparties sur 5 chromosomes) est un avantage certain
et a permis le développement rapide des outils génétiques et moléculaires. En
1986 apparait le premier séquencage d'un gene d’Arabidopsis et le premier

transformant par un insert d’ADN-t est rendu public (Meyerowitz, 2001).

Il. LE MODELE Arabidopsis thaliana
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Figure 1. Mécanisme d’import du saccharose dans les cellules puits.

Selon (Shiratake, 2007). Le saccharose synthétisé dans le cytosol des cellules photosynthétiques est
transporté vers l'apoplasme par des transporteurs ou par simple diffusion (en tirés). Le saccharose
retrouvé dans apoplasme est chargé dans les cellules compagnes (CC) puis dans les tissus conducteurs
("sieve elements" ou SE) via des plasmodesmes. Le saccharose chargé dans le SE des organes sources est
transporté vers les organes puits par la force de puits. Le saccharose est déchargé du SE au niveau des
cellules des organes puits par voie symplastique (plasmodesmes) ou apoplastique. Le saccharose
“apoplastique” peut étre déchargé dans les cellules puits par des transporteurs du saccharose ou étre clivé
par des invertases acides pariétales afin de renter dans la cellule sous forme d’hexoses par des
transporteurs dédiés. Le saccharose peut étre stocké dans la vacuole des cellules sources et puits par des

transporteurs de saccharose tonoplastiques.



III - UNE HISTOIRE D’ECHELLE : DE L'ORGANE A LA COMPARTIMENTATION
SUB-CELLULAIRE

Les assimilats produits au cours de la photosynthése dans les feuilles sont
transportés a travers la plante vers les organes cibles. La relation organe source-

organe puits est essentielle pour rendre compte de ce phénomene.

III.A. A I'ECHELLE DE LA PLANTE : RELATIONS SOURCES-PUITS

Un organe source est un organe qui va produire d’avantage d’assimilats carbonés
que necessaire. Les organes puits, tels que les racines, les fruits ou les jeunes
feuilles, nécessitent un apport externe en assimilats provenant des organes
sources. Il y a donc un échange dynamique entre les photo-assimilats produits
lors de la photosynthése et la nutrition minérale et hydrique des plantes puisée
par les racines dans le sol. L'ensemble de ces composants transite a la fois par le
systeme de circulation de la plante (xyleme et phloéme), et par les voies
apoplastique et symplastique, impliguant dans ce cas des molécules
membranaires spécialisées (canaux, transporteurs, facilitateurs, etc.). Le
saccharose représentant la forme principale du transport du carbone, on peut
résumer les deux grands mécanismes de son import (indirectement produit par

la photosynthése) dans les tissus puits de la maniere suivante (figure.1):

i. la_voie symplastique. Le saccharose est transféré de cellule en cellule au

travers des structures appelées plasmodesmes. Le "déchargement" des
assimilats par voie symplastique est un mécanisme passif qui suit les gradients
de concentration (Oparka, 1990). Dans ce cas, le saccharose est "livré" intact

dans le cytoplasme des cellules.

ii. la voie apoplastique. Le saccharose peut passer directement au travers de la

membrane plasmique grace a un symport saccharose-H* (Lemoine et al., 1999)
ou bien, étre hydrolysé par une invertase pariétale en fructose et glucose qui
sont ensuite importés dans les cellules grdce a un symport hexoses-H* (Sauer
and Stadler, 1993, Fillion et al., 1999).

Le saccharose synthétisé dans les tissus sources est transporté par la séve
élaborée circulant dans un tissu conducteur, le phloéme. Lorsque le saccharose

est déchargé dans les cellules puits, la voie symplastique utilisant le gradient de
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Figure 2. Principaux réles du saccharose chez les végétaux
Les fonctions suivantes sont également connues pour le saccharose : préservation des protéines et
stabilisation des membranes en conditions de stress hydrique ; Réle de transport du carbone



concentration de saccharose n’est pas suffisante. Des lors que la concentration
dans la cellule puits est supérieure a sa concentration dans le phloéme le sucre
ne peut plus rentrer passivement. Selon la loi de Mlinch et Krafts, une "force de
puits" existe a plusieurs niveaux permettant le maintien du gradient de
concentration entre les tissus sources et puits : i) clivage du saccharose en
hexoses par les invertases pariétales. Le glucose et le fructose peuvent rentrer
dans la cellule puits par des transporteurs spécifiques (figure.1) ii) clivage
intracellulaire du saccharose par la sucrose synthase (SuSy) et les invertases
neutres (cytosoliques) ou acides (vacuolaires) iii) utilisation du saccharose pour
la synthése de polymeéres tels que I'amidon ou les polysaccharides pariétaux. Ces
deux mécanismes permettent non seulement de créer un gradient de saccharose
mais également d’amplifier le gradient osmotique. Le stockage vacuolaire des
sucres et la transformation du saccharose permettent donc de constituer une
véritable "force de puits", déplacant de facon irréversible le saccharose de son

site de production (la feuille) vers son site d’utilisation (les racines, les fruits ...).

III.B. A 'ECHELLE DE LA CELLULE: METABOLISME DES SUCRES DANS LES
CELLULES PUITS

En fonction de la demande par le tissu hétérotrophe (puits) et de son statut
physiologique, le saccharose a plusieurs devenirs dans la cellule (figure.2). Il va
entrer dans différentes voies de biosynthése localisées dans plusieurs
compartiments subcellulaires. Le saccharose peut alimenter la glycolyse (cytosol)
pour y étre oxydé en pyruvate ; ce pyruvate servant de précurseur au cycle de
Krebs dont le but est de produire de I'énergie sous la forme de molécules d’ATP
et de NADH. Le saccharose peut en outre servir de source carbonée pour la
biosynthese de métabolites primaires nécessaires au développement de I'organe.
Le saccharose est également stocké sous forme de polyméres (amidon,
composés pariétaux) ou bien utilisé pour la synthése de composés secondaires
(composés phénoliques, terpénoides, flavonoides...). Le saccharose non
hydrolysé par l'invertase peut également étre clivé par la saccharose synthase
(SuSy) en UDP-Glucose et fructose (figure.3). A la différence de I'activité
invertase, la SuSy est réversible in vivo (Geigenberger and Stitt, 1993). Trois
hexoses phosphates (i.e. G6P, F6P, G1P) et deux sucres nucléotidiques (i.e.

ADPG et UDPG) jouent un role central pour connecter toutes les voies mises en
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Figure 3. Compartimentation des sucres dans une cellule puits de plantes non accumulatrice de
fructanes
En carré blanc entouré de noir (D ) les trasnporteurs de saccharose, en carré noir entouré de blanc (l)

les transporteurs d’hexoses, en carré gris entouré de blanc (B ) les échangeurs hexose-Pi/Pi et en carré
gris entouré de noir (.) les triose-Pi/Pi . Les hexoses et le saccharose, aprés clivage par une invertase
neutre cytosolique (inv) ou par la saccharose synthase (SuSy), peuvent servir a alimenter la respiration et
les voies de biosynthéses, apres laction de la fructokinase (fk), de la glucokinase (gk) et/ou des
hexokinases, de la phosphoglucose isomérase (PGI) et de 'UDP-glucose pyrophosphorylase (UGPase).
Les hexoses et le saccharose peuvent étre stockés dans la vacuole des cellules puits, grice a des
transporteurs localisés dans le tonoplaste qui catalysent un antiport sucte/proton. Deux pompes H+-
ATPase et H+-pyrophosphatase tonoplastiques permettent de maintenir la différence de potentiel
électrochimique en protons nécessaire au fonctionnement des transporteurs. Dans la vacuole, le
saccharose peut étre dégradé en glucose et fructose par une invertase acide (Inv).



jeu dans le métabolisme du saccharose (figure.3). Les interconversions entre
ces différents esters phosphoriques sont assurées par des enzymes particulieres,
localisées dans le cytosol et le plaste pour la PGI (phosphoglucoisomérase) et la
PGM (phosphoglucomutase), uniquement dans le cytosol pour I'UGPase (UDPG
pyrophosphorylase), et uniqguement dans le plaste pour I’AGPase (ADPG
pyrophosphorylase). Dans ce cadre, 'UDPG cytosolique sert de précurseur a la
synthése des polysaccharides pariétaux et du saccharose alors que I'ADPG
plastidial sert de précurseur a la synthése d’amidon. Remarquons tout de méme
que I'ADPG peut également étre synthétisé dans le cytosol par la saccharose
synthase a partir d’ADP de saccharose (Streb et al., 2009). Enfin, les sucres
(saccharose, glucose et fructose) peuvent étre transportés dans la vacuole pour

y étre stockés et/ou pour y étre hydrolysés dans le cas du saccharose.

B Les cycles de substrats ou cycles futiles

En parallele a ces activités de clivage (Invertase et SuSy), d’autres enzymes
participent a la re-synthése du disaccharide (e.g. SPS). Cette coexistence
d’activités antagonistes permet d’identifier quatre principaux cycles de substrats
(nommés autrefois cycles futiles a cause de leur bilan énergétique consommant
de I'ATP). Les conséquences physiologiques de ces cycles sont a I’'heure actuelle
toujours discutées (Nguyen-Quoc and Foyer, 2001) et peuvent étre déclinées
dans plusieurs modeles de tissus puits (le fruit de tomate (Nguyen-Quoc and
Foyer, 2001), la racine (Alonso et al., 2005; Alonso et al., 2007a) et le tissu
parenchymateux (Rohwer and Botha, 2001)). Selon un article de 2001, trois des
quatre cycles impliquent le saccharose, le quatrieme faisant intervenir I'amidon
(figure.4)(Nguyen-Quoc and Foyer, 2001) :

i) Cycle de dégradation et de synthése du saccharose cytosolique. Le

disaccharide est clivé dans le cytosol par l'invertase neutre et/ou la SuSy et
resynthétisé dans le méme compartiment par la SPS. Le rble de ce dernier cycle
reste a débattre, mais il est probable qu’il participe a la force de puits du
saccharose.

ii) Cycle de dégradation et de synthése du saccharose via la vacuole. Le

saccharose est clivé dans la vacuole par des invertases acides en glucose et
fructose. Ces deux hexoses sont remobilisés dans le cytosol pour re-synthétiser
le saccharose par la SuSy et par la SPS. Le rble de ce cycle serait de

permettre I'augmentation du stockage des sucres sous forme
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Figure 4. Cycles futiles du saccharose dans les tissus hérérotrophes.

Les quatre cycles sont ceux décrits dans le texte selon des travaux de 2001(Nguyen-Quoc and Foyer,
2001). Ces cycles impliquent du saccharose, des hexoses ainsi, des sucres phosphates ainsi que la
compartimentation sub-cellulaire d’une cellule végétale.



d’hexoses concentrés dans la vacuole. Nous pouvons supposer également qu'il
participe a la force de puits du saccharose en diminuant la concentration
cytosolique du disaccharide et en augmentant la pression osmotique de la cellule
permettant I'entrée de nutriments dans la cellule.

iii) Cycle de dégradation et de synthése du saccharose dans l'apoplasme. Le

saccharose est exporté en dehors de la cellule ou il est clivé par les invertases
acides pariétales. Les hexoses sont ensuite remobilisés dans la cellule par des
transporteurs. La encore le role de ce cycle est mal défini car une faible
proportion de saccharose quitte la cellule par cette voie ; mais a la différence du
cycle vacuolaire ou les hexoses sont stockés pour une seule cellule, ce cycle
pourrait servir d'organe de stockage commun des sucres pour plusieurs cellules.
L'existence des cycles du saccharose reste spéculative. Il est difficile de
qguantifier indépendamment la part de chaque cycle du saccharose car la relation
bilan est la méme pour tous. Il est également possible qu'il existe une régulation
concertée des cycles du saccharose par |'expression de peptides inhibiteurs des
invertases, associés a la paroi et au cytosol des cellules puits (Link et al., 2004;
Rausch and Greiner, 2004; Ruan et al., 2009) et pour revue (Koch, 2004).

iv) Cycle de synthése et d’hydrolyse de I'amidon dans I'amyloplaste. L'intensité

de ce cycle est minimale in vivo car un des points de contrGle de ce cycle futile
se situerait au niveau de l'interconversion G6P - G1P au niveau de I'UGPase
(Tiessen et al, 2002) et l'autre, au niveau de I’échange des hexoses phosphates
entre le plaste et le cytosol (Kunz et al, 2010).

I11.C. LA VACUOLE : METABOLISME & STOCKAGE DES SUCRES

La vacuole est plus qu’un simple organite permettant I'expansion cellulaire et le
stockage des déchets de la cellule végétale. Les plantes possedent en réalité
plusieurs types de vacuoles, chacune étant spécialisée dans une ou plusieurs
fonctions particulieres. Chez les angiospermes, les vacuoles sont décrites en
deux grandes familles : les vacuoles lytiques et les vacuoles de stockage (Paris
et al.,, 1996; Jauh et al., 1999). Un troisieme type de vacuole a été identifié
comme spécialisé dans le stockage des pigments et des protéines produites en
réponse au développement et a l'environnement (Jauh et al., 1998). Les
différents types de vacuoles peuvent étre discriminés en fonction de la nature
des aquaporines (Tonoplast Intrinsic Proteins) présentes dans le tonoplaste
(Paris et al., 1996; Jauh et al., 1998; Jauh et al., 1999; Jiang et al., 2001;
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Martinoia et al., 2007). Les vacuoles présentent systématiquement un pH acide
par rapport au cytosol ; ce pH résulte de l'activité de pompes a protons. Cette
différence de pH (ApH) est la composante majeure de la différence de potentiel
électrochimique en H* de part et d’autre du tonoplaste, il n’en reste pas moins
qu’il existe également une différence de potentiel électrique de quelques dizaines
de mV (Ay positif a l'intérieur de la vacuole). Cette derniére composante peut
avoir un role moteur dans l'accumulation d’anions dans la vacuole (acides
organiques, nitrate, etc.). Toutes les vacuoles présentent des pompes V-
ATPases. En revanche, la présence de pompes V-PPases dépendrait du type de
vacuoles (Maeshima, 2000; Martinoia et al., 2007). Le type et la fonction de la
vacuole vont directement dépendre de la spécialisation et de la localisation du
tissu (Otegui et al., 2002; Martinoia et al., 2007). Il est courant de retrouver des
cellules possédant ces deux types de vacuoles en méme temps. Dans la suite de
cette introduction, nous ne parlerons que des vacuoles de stockage. Dans les
racines, les vacuoles de stockage peuvent atteindre des tailles différentes. Chez
le mais, a I'extrémité (jusqu’a 2mm) les vacuoles représentent un volume égal a
30% du volume cellulaire total. Plus on s’éloigne, plus la part des vacuoles est
importante : ainsi entre 2 et 5mm de I'extrémité racinaire, la vacuole occupe un
volume identique au cytosol. Entre 5 et 7mm, le volume de/des vacuoles
dépasse celui du cytosol pour atteindre 85 % du volume total de la cellule (Lee
et al., 1990). La vacuole est l'organite majeur de stockage chez la plante. Le
nombre et la quantité de composés retrouvés dans la vacuole vont dépendre de
la nature et de l'age du tissu, de I'espéce ou encore des conditions
environnementales. On peut y trouver du glucose et du fructose en grande
quantité (jusqu’a 100mM dans la pointe d’asperge) ou du saccharose dans des
proportions moindre (30 a 40mM dans la pointe d’asperge et le fleuron de
brocoli)(McKenzie et al., 2004). Il arrive que certains sucres soient présents a
des concentrations plus élevées dans la vacuole que dans le cytosol. C'est le cas
chez l'asperge el du brocoli pour le saccharose, le glucose et le fructose
(McKenzie et al., 2004) et des racines de la betterave a sucre pour le saccharose
([saccharose]cyt = 76 mM ; [saccharose]vac = 514 mM)(Saftner et al., 1983).
Dans d’autres cas, la concentration de saccharose vacuolaire (déterminée par
fractionnement non aqueux) est inférieure a celle observée dans le cytosol. Chez
I'orge par exemple, elle est de 232 mM dans le cytosol et de 21 mM dans la

vacuole (Winter et al., 1993). Il arrive alors que, si le saccharose ne s’accumule
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Selon(Taiz and Zeiger, 2002; Etxeberria et al., 2012). Both tonoplast and plasma membrane contain ion
channels and H* pumps. The tonoplast is also equipped with H*/antiporters and ABC transporters
whereas the plasma membrane houses a vatiety of H*/solute symportets.



pas dans la vacuole, certains hexoses s’y concentrent (Preisser et al., 1992;
Heineke et al., 1994). Acides organiques, acides aminés, ions, fructanes,
enzymes et autres métabolites secondaires sont également des composés que
I'on peut retrouver dans la vacuole (pour revue (Matile, 1987; Etxeberria et al.,
2012)). Si une telle variété de composés est retrouvée a l'intérieur méme des
vacuoles, il faut pouvoir les faire entrer. Une revue de 2012 (Etxeberria et al.,
2012), reprend les mécanismes de transport a travers la membrane plasmique et
le tonoplaste (figure.5). On retrouve la panoplie compléte des transporteurs et
facilitateurs retrouvés généralement dans le régne vivant parmi lesquels les
pompes V-PPases et V-ATPases nécessaires au maintient des gradients ioniques.
Nous noterons comme fait marquant I'absence totale de transporteur vacuolaire
du phosphate ; ce fait est plutdét déconcertant car des expériences de RMN in
vivo du 3P ont démontrées la présence de phosphate inorganique en quantité
importante a l'intérieur de la vacuole, réserves qui sont notamment mobilisées
par les racines lors d'une carence en Pi (Matile, 1987; Lee et al., 1990; Lee and
Ratcliffe, 1993; Stefanovic et al., 2011). Seul un papier de 2011 relate la
présence possible d’un transporteur du Pi (PHT1) au niveau de vacuoles lytiques
mais il semblerait que la présence de cette protéine soit uniguement due a un

mécanisme de régulation afin de dégrader ce transporteur (Bayle et al., 2011).

B La vacuole : transport des sucres a travers le tonoplaste

Il existe deux types de transport des sucres a travers le tonoplaste, i) un
transport passif et ii) un transport actif, utilisant directement ou indirectement la
différence de potentiel électrochimique en protons établie de part et d’autre du
tonoplaste. Historiqguement, les expériences de biochimie classique menées sur
vacuoles isolées ont identifié un certain nombre d’activités de transport pour les
sucres. La distinction entre le mécanisme passif ou actif est faite, soit
indirectement, sur la base de l'effet de I'’ATP (et plus rarement le PPi), sur la
cinétique de transport du sucre radiomarqué, soit directement, en mesurant les
mouvements de protons associés au transport a l'aide de sondes fluorescentes
(Fontes et al., 2010) ou par patch clamp (Isayenkov et al., 2010; Schneider et
al., 2011; Schulz et al., 2011). Dans la plupart des cas, les entités moléculaires
responsables du transport ne sont pas identifiées. Ainsi, dans le cas du
saccharose et a partir de vacuoles provenant de feuilles, un mécanisme de

diffusion facilitée du disaccharide a été identifié (Kaiser and Heber, 1984;
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Martinoia et al., 2000). Le glucose et le fructose peuvent utiliser un systeme de
canaux pour rentrer dans la vacuole du fruit du pécher (Shiratake et al., 1997).
Cette derniere étude est a nuancer car, si les auteurs ont regardé l'absence
d’effet de I’ATP sur le transport du glucose et du fructose, I'apport du PPi dans le
but d’activer les pompes V-PPases (pompes PPi dépendantes) n'a pas été testé.
Des études menées dans les années 70 et 80 relatent déja l'existence d’un
transport actif ATP-dépendant (Doll et al., 1979; Briskin et al., 1985). Les
auteurs suggérent I'existence d’un antiport H*/saccharose dans la racine de la
betterave a sucre. Chez le fruit, un transporteur actif de sucre tonoplastique a
été identifié a la fin des années 80 et permettait I'échange du sorbitol du cytosol
vers la vacuole (Yamaki, 1987; Shiratake et al., 1997). Depuis, nous avons a
dispositions de nombreuses ressources, notamment les données du séquencage
des génomes ; elles apportent des informations précieuses en groupant les
transporteurs putatifs de mono- et de disaccharides en familles multigéniques
sur la base de profil d’hydropathie mettant en évidence 12 domaines
transmembranaires et de la conservation de motifs de séquences. Chez
A.thaliana, les transporteurs de sucres vacuolaires peuvent étre regroupés selon
trois caractéristiques, les transporteurs de monosaccharides (VGT, TMT,
etc.)(figure.6, A), de saccharose (SUT ou SUC)(figure.6, B) et de sucre
phosphate (GPT). Nous ne détaillerons que 4 familles, chacune ayant un lien plus
ou moins évident avec la vacuole (VGT, TMT, SUT et GPT). Pour la plupart des
membres de ces familles, les informations concernant la localisation du
transporteur (membrane plasmique, tonoplaste...), sa spécificité (mono- ou
disaccharide...) et son mécanisme (symport, antiport, facilitateur) restent
spéculatives. Les informations des bases de données demandent donc a étre
croisées avec les données non ciblées de la protéomique, actuellement
disponibles pour les vacuoles isolées de cellules et de feuilles d’Arabidopsis, et a
étre vérifiées par des études fonctionnelles ciblées (knock out, surexpression,

expression hétérologue...).

B Transporteurs TMTs

Chez Arabidopsis thaliana, des études in silico ont mis en évidence une premiere
famille multigénique, les TMT (Tonoplast Monosaccharide Transporter),
comprenant TMT1, 2 et 3, codant pour des transporteurs putatifs de

monosaccharides localisés dans le tonoplaste. Des études in vivo ont démontré
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que les protéines TMT étaient bien tonoplastiques (Carter et al., 2004; Endler et
al., 2006; Wormit et al., 2006). Les protéines TMT1 et TMT2 ont été
caractérisées comme des antiports H*/glucose dans les vacuoles isolées de riz et
d’A.thaliana (Wormit et al., 2006; Neuhaus, 2007; Cho et al., 2010). Il a
également été démontré que les deux transporteurs TMT1 et TMT2 pouvaient
prendre en charge a la fois du glucose et du fructose (Wormit et al., 2006). Mais
une étude récente a remis en question la spécificité des TMTs a transporter
exclusivement des hexoses. Ainsi, par des expériences de patch-clamp sur des
vacuoles isolées obtenues a partir de cultures cellulaires d’Arabidopsis thaliana,
les auteurs démontrent que les transporteurs TMT1/2 feraient entrer du
saccharose dans la vacuole en échange d’un proton (antiport)(Schulz et al.,
2011).

B Transporteurs VGTs

Plus récemment, une autre famille de transporteurs putatifs d’hexoses, les VGT
(Vacuolar Glucose Transporter), a été mise en évidence. Cette famille comprend
trois genes, dont seulement deux protéines (VGT1 et VGT2) ont bien été
localisées dans le tonoplaste (Aluri and Bittnerr, 2007) et pour revue (Buttner,
2007). VGT3 serait localisé sur la membrane du chloroplaste (Buttner, 2007).
Une étude fonctionnelle portant sur VGT1 a été menée (Aluri and Bittnerr,
2007) ou AtVGT1 a été surexprimé chez des levures ce qui a permis d’étudier les
capacité de transport de cette protéine. Dans ce systeme hétérologue, la
surexpression permet le transport du glucose (Km = 3,7mM) et dans une
moindre mesure du fructose (Km non précisé). Chez des mutants vgtl, les
auteurs ont démontré l'implication de ce transporteur dans la capacité de

germination des graines et de floraison des fleurs (Aluri and Blttnerr, 2007).

B Transporteurs SUTs

Chez Arabidopsis thaliana, on dénombre neuf génes codant pour autant de
protéines SUTs (pour revue (Kihn and Grof, 2010)). Ces protéines sont la
plupart du temps associées au transport longue distance du saccharose a travers
la plante (Weise et al., 2000; Kihn and Grof, 2010). Cependant, une approche
de protéomique a partir de vacuoles isolées a identifié¢ SUT4 dans des cellules du
mésophylle d’orge (Endler et al., 2006). Des travaux récents démontrent que le

transporteur AtSUT4 est de nature identique au transporteur LjSUT4 du lotus, il
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s’agit d’'un symport H*/saccharose localisé dans le tonoplaste (Reinders et al.,
2008; Schulz et al., 2011). En surexprimant AtSUT4 chez la levure, le Km du
transporteur pour le saccharose a pH5,5 est d’environ 12 mM (Weise et al.,
2000). En surexprimant AtSUT4 chez des mutants tmt1/2, il a été observé une
fuite de protons de la vacuole en méme temps que du saccharose était ajouté.
Ils proposent l'explication suivante: le saccharose rentre dans la vacuole contre
un gradient de H* via les antiports TMT1/2 et sort de ce compartiment par le
symport SUT4 (Schulz et al., 2011).

B Transporteurs GPTs

La famille GPT est a classer un peu a part car elle n‘est supposée transporter que
des hexoses phosphates. Si l'antiport (G6P/Pi) GPT1 est aujourd’hui bien
caractérisé, le cas de GPT2 est plus complexe (Kammerer et al., 1998;
Niewiadomski et al., 2005; Kunz et al., 2010). Alors que GPT1 est impliqué dans
I'import du G6P dans les plastes non chlorophylliens (Niewiadomski et al., 2005),
le r6le de GPT2 n’a a ce jour été relié qu’a la synthese de I'amidon et au rythme
circadien (Kunz et al., 2010). La mise en évidence de la présence de GPT2 dans
le protéome de la vacuole d’A. thaliana (Jaquinod et al., 2007) et des dernieres
découvertes sur SUT4 et TMT1/2 nous poussent a reconsidérer les mécanismes
d’échanges des sucres entre le cytosol et la vacuole. La question du transport et
du devenir des monoesters phosphorylés, et plus spécifiquement du G6P et du
F6P, dans la vacuole se pose alors. Il a été démontré en surexprimant AtGPT1 et
AtGPT2 dans des levures, que le G6P s’échangeant a une stoichiométrie 1/1
contre le Pi; ce rapport n‘est que de 1/2 lorsque le PEP s’échange contre le Pi
(Niewiadomski et al., 2005). L'activité de transport du phosphate a été testée sur
des protéines issues de feuilles du mutant gpt2 et reconstituées dans des
liposomes artificiels. Alors que chez le Col0O le transport du G6P est possible, il ne

se fait plus dans les liposomes issus du mutant gpt2 (Kunz et al., 2010).

III.D. LES " PURPLE ACID PHOSPHATASES"

Les "Purple Acid Phosphatases" (PAPs) sont des protéines connues depuis de
longues années. Chez les animaux, leur découverte date des années 1980
(Klabunde et al., 1995). Les PAPs sont parmi les phosphatases acides les plus

étudiées chez I'lanimal de par leur lien étroit avec le métabolisme de l'os ; elles
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Figure 7. Les liaisons de coordination des atomes de Fe et de Zn dans le centre bimétallique de
la protéine AtPAP26.
Drapres les données publiées (Klabunde et al., 1995)

Figure 8. Prédiction de la structure 3D de la protéine PAP26 d’ Arabidopsis thaliana par
homologie de séquences.

La référence est la PAP de haricot (numero PDB 1KBP) et le logiciel utilisé est ESyPred3D. La protéine
est visualisée dans Pymol. En blanc les motifs et chaines latérales d’acides aminés fixant Fe3+, en rouge
ceux fixant Zn2+



sont des cibles de choix pour la recherche biomédicale, notamment dans le
développement de nouvelles chimiothérapies pour lutter contre |'‘ostéoporose
(pour revue (Schenk et al., 2012)). Elles sont également impliquées, chez les
mammiferes, dans le transport des ions, et dans la production d’especes
réactives de I'oxygéne (ROS) en tant que réponse immunitaire. Toujours chez
les mammiféres, les PAPs sont connues pour porter une activité hydrolytique
(phosphatase) mais également peroxydase selon les mécanismes proposés par
Haber-Fenton. L'ensemble des PAPs connues a ce jour ont en commun plusieurs
caractéristiques essentielles : i) elles sont glycosylées a la hauteur de 5 a 10%
de leur masse moléculaire, ii) elles sont caractérisées par une couleur
rose/violette en solution. Cette couleur résulte de liaisons et du transfert de
charge entre un résidu tyrosine et un ion ferrique du centre catalytique (pour
revue (Olczak et al., 2003; Schenk et al., 2012)). iii) Contrairement aux autres
phosphatases acides, les PAPs sont insensibles au tartrate (Hayman and Cox,
1994; Klabunde et al., 1995). iv) Elles sont caractérisées par un centre
bimétallique. Chez l'animal, ce centre se constitue de deux atomes de fer :
Fe**/Fe?* (Hayman and Cox, 1994; Klabunde et al., 1995; Schenk et al., 2012)
alors que chez les végétaux, le Fe?* est remplacé au choix par un ion manganése
ou de zinc : Fe**/zZn?* (Mn?*) (pour revue (Klabunde et al., 1995; Olczak et al.,
2003; Tran et al., 2010a)) (figure.7 & 8). v) Les PAPs possedent toutes cinqg
motifs conservés traduisant leur appartenance a ce groupe : (GDxG-xn-GDxxY-
xn-GNHE/D-xn-VxxH-xn-GHXH ; les lettres en gras représentent les résidus liant
les ions métalliques) (Li et al., 2002; Tran et al., 2010a; Schenk et al., 2012).

Chez les animaux, les PAPs sont présentes sous forme de monomeéres d’environ
35KDa (Klabunde et al., 1995). Les PAPs végétales peuvent se présenter sous la
forme de monomeéres de la méme taille que leurs homologues animales (35KDa),
mais également sous forme d’homo- ou d’hétéro-dimeres, ou chaque sous-unité
pése environ 55KDa et sont reliées par un pont disulfure (Olczak et al., 2003;
Schenk et al., 2012). En comparant les séquences en acides aminés, il a été
observé que les PAPs animales présentaient entre elles environ 80% d’homologie
(Schenk et al., 2012). Les PAPs végétales d’environ 55 KDa présentent une
identité de séquences de 70%. Bien que les PAPs animales (35KDa) et végétales
(~55 KDa) ne présentent qu’une faible homologie de séquence (20%), les petites

PAPs végétales (35 KDa) sont plus proches des PAPs animales (35KDa) que des
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larges PAPs végétales (~55 KDa) ; ces petites PAPs sont alors qualifiées de
"mammalian-like plant PAP" (Schenk et al., 2012).

B Les PAPs chez Arabidopsis thaliana

Dans la majorité des espéces, les PAPs sont représentées par une famille
multigénique. Chez le riz, 26 genes codant pour des PAPs ont été identifiés in
silico (Zhang et al., 2010). Chez Arabidopsis thaliana, nous retrouvons 29 genes
codant potentiellement pour 28 protéines PAPs, I'un des genes étant un pseudo-
gene (pour revue (Li et al., 2002)). Les comparaisons de séquences et les profils
d’expression de ces PAPs ont permis de définir trois groupes (figure.9). L'étude
des transcrits de cette famille multigénique faite sur différents tissus de la plante
permet de les classer selon les organes dans lesquels ils sont exprimés
(figure.10): i) dans les fleurs exclusivement (AtPAP6, AtPAP11, AtPAP14,
AtPAP19, AtPAP23, AtPAP24 et AtPAP25), ii) dans les fleurs et les siliques
(AtPAP20, AtPAP21), iii) dans les fleurs, les siliques, les feuilles et les tiges
(AtPAP3, AtPAP13, AtPAP16) et iv) dans les fleurs, les siliques, les feuilles, les
tiges et les racines (les autres PAPs). Sur ces 28 geéenes, seules quelques
protéines ont été totalement ou partiellement caractérisées : PAP12, PAP15,
PAP17, PAP23, PAP26-V, PAP26-S1 & PAP26-S2 (Tran et al., 2010a; Schenk et
al., 2012). Les trois PAP26 correspondent respectivement aux formes vacuolaires
(V) et sécrétées (S1 et S2). Alors que AtPAP15 est directement reliée a la teneur
en ascorbate en modulant I'entrée du myo-inositol dans la voie de biosynthese
de la vitamine C, cette PAP a été liée a la protection de la plante lors de stress
impliquant une augmentation de I'ozone (Zhang et al., 2008). Elle est également
reliée a la remobilisation du phosphate dans la graine et le pollen, notamment
par son activité phytase qui reste peu répandue chez les PAPs (Kuang et al.,
2009). AtPAP15 n’est par contre pas induite par une carence en Pi, ni au niveau
transcriptionnel (ARNm), ni post-transcriptionnel (protéine). A l'inverse, AtPAP17
est bien induit transcriptionnellement par la carence en Pi. Peu de choses sont
connues sur les caractéristiques de ce monomere, si ce n'est sa capacité a
hydrolyser préférentiellement le pNPP et a posséder une activité peroxydase (Del
Pozo et al.,, 1999; Tran et al., 2010a; Schenk et al., 2012). Tout comme
AtPAP15, AtPAP23 n’est pas induite par une carence en phosphate (ARNm &
protéine). AtPAP23 est majoritairement exprimée au niveau du méristeme apical

des fleurs chez Arabidopsis. Le role de cette PAP est mal connu mais il semblerait
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Tableau I. Propriétées et charactérisation des 5 PAPs d’A.thaliana connues a ce jout.
Selon (Tran et al., 2010a)

Table 1
Properties and proposed roles of functionally and/or biechemically characterized Arabidopsis purple acid phosphatases.
AtPAP designation AGI code Upregulated by Pi starvation? Subcellular Best substrate Physical properties Proposed function(s) Refs.
localization
Transcript Protein Native My (kDa)  Subunit My (kDa)  Ama; (nm)
AtPAP12 Ar2g27190  Yes Yes Secretome PEP 130 60 520 Extracellular Pi scavenging [22.5470]
AtPAP1S At3g07130 MNo No n.d. Phytic acid 58 60 n.d. (i) Ascorbate biosynthesis, [7.84.85]
(ii) Pi mobilization from phytic acid
AtPAP1T At3g17790  Yes n.d. n.d. pNPP” nd 34 n.d. (i) Pi mobilization, [22.53.54.58]
(i) ROS metabolism
AtPAP23 Atdg13700 Mo No n.d. ATP nd. 52 n.d. Flower: (i) Pi metabolism and (ii) [80]
Fe/Mn homeostasis
AtPAP26-V At5g34850 Mo Yes Cell PEP 100 55 520 Intracellular Pi recycling [53.86]
vacuole
AtPAP26-51 Atog34850 MNo Yes Secretome PEP 65 55 500 Soil Pi scavenging [54]
AtPAP26-52 At5g34850 MNo Yes secretome PEP 65 55 nd. Soil Pi scavenging [54]
* Not determined.
- Para-nitrophenyl-P.
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Figure 11. Prédiction de la localisation subcellulaire de la protéine AtPAP26 chez Arabidopsis
thaliana.

La PAP26 est située a la fois au niveau du RE, de la vacuole et de la paroi. Selon le BAR de Toronto
(http://bar.utoronto.ca/cell efp/cgi-bin/cell efp.cgi). Ces données sont confirmées par 'étude protéique
mencée sur le protéome de la vacuole (Carter et al., 2004) et par les approches 7 vivo en 2010 par I’équipe
du Dr Plaxton (Hutley et al., 2010)
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qu’elle soit impliquée dans I'hnoméostasie du fer et du magnésium de la fleur (Zhu
et al., 2005). Les PAP12 et PAP26 possedent des fonctions liées ; elles sont
toutes deux impliquées dans la remobilisation du phosphate lors d’une carence.
Mais ces deux protéines divergent sur certains points. La PAP12 est
exclusivement sécrétée alors que la PAP26 est au choix sécrétée ou localisée
dans la vacuole. La PAP12 fonctionne en homodimere alors que la PAP26
s’‘organise en monomere pour les formes sécrétées (PAP26-S1 et PAP26-S2) et
en homodimere lorsqu’elle est adressée a la vacuole (PAP26-V) (tableau.I).
Cette localisation vacuolaire a été démontrée in silico via I’étude du protéome de
la vacuole et in vivo par des expériences de fusion du promoteur de la protéine
PAP26 avec de la "m-cherry" (Hurley et al., 2010; Tran et al., 2010b)
(figure.11). Dans tous les cas, les PAP12 et PAP26 portent la majorité de
I'activité phosphatase acide de la plante (sécrétée et vacuolaire) (Tran et al.,
2010b). Bien que les deux PAPs (PAP12 et PAP26) soient induites par une
carence en phosphate, les mécanismes de régulations sont différents.
L'expression du gene codant pour la PAP12 est fortement induite lors de
I'appauvrissement en Pi dans le sol alors que le niveau de transcrit de la PAP26
reste invariable quelle que soit la concentration externe en Pi ; en revanche la
PAP26 subit des régulations post-traductionnelles (dont les mécanismes sont mal
connus) qui vont moduler son activité phosphatase (Tran et al., 2010a; Tran et
al., 2010b). La PAP12 est également soumise a ce mode de régulation. La
PAP12, la PAP26-S1 et S2 seraient reliées a la remobilisation du phosphate
externe grace a sa capacité a hydrolyser les esters mono-phosphorylés
(figure.12). En plus de cette fonction pour les PAP26-S1 et S2, la PAP26-V a été
hypothétiquement impliquée dans le recyclage du phosphate cellulaire via son
activité catalytique sur les composés mono-phosphorylés identifiés in vitro
(Hurley et al., 2010; Liang et al., 2010; Tran et al., 2010a; Tran et al., 2010b).
Mais a ce jour, aucune preuve directe de cette activité hydrolytique vacuolaire

n‘a été apportée.

B Activité phosphatase et peroxydase des PAPs

In vitro, l'activité phosphatase mesurée sur protéine purifiée est optimale a
pH=5,6 alors que |'activité peroxydase l'est a pH=9. Point intéressant, les PAPs
n‘ont pas de substrat spécifique. Elles peuvent in vitro hydrolyser une large

gamme de composés phosphorylés, tels que des métabolites (PEP, I’ADP, le G6P,
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Relative activity

Substrate AtPAPL2 AtPAP26-51 AtPAP26-52
PEP 100 100 100
p-Naphthyl-P 11a 115 118
Para-nitrophenyl-P 101 O 53
Phenvyl-P a8 14 96
MNaPPi a3 23 41
ADP 68 74 77
ATP 51 19 32
P-tyrosine &l 30 71
6-P-gluconate a7 57 6y
Glucose-6-P 40 34 B3
3-P-glycerate 38 48 67
Glycerol-3-P 44 34 59
c-Naphthyl-P 43 25 53
Ribosze-3-P 25 41 41
Riboze-5-P 9 23 30
P-threonine 29 15 49
GTP 45 11 29
P-zerine 14 0 26
Fructose-6-P 0 7 32
dAMP 12 B 19
AMP 9 10 22
Glucose-1-P [ 9 S

Acid phosphataze (APase) activity was determined with 5 mm of each compound using the
spectrophotometric Pi assay described in the Materials and methods Activity is expressed
relative to the rate of Pi hydrolysis from 5 mm PEF set at 100%. All values represent means
of n =3 separate determinations and are reproducible to within =10% of the mean value.

Tableau II. Activité phosphatase de la PAP12 et de la PAP26 sur différents substrats phosphorylés
Selon (Tran ez al., 2010). Les activités mesurées sont toutes présentées en activité relative par rapport a
Pactivité phosphatase mesurée sur le PEP.



le GTP), ou des composés artificiels, |'orthonitrophényl-phosphate ou des
phospho-peptides. (Bozzo et al., 2004; Veljanovski et al., 2006; Kaida et al.,
2008). En général, elles sont peu actives sur les pentoses Pi, trioses Pi,
nucléotides mono-, di- ou triphosphorylés ; en revanche, le substrat préférentiel
demeure le PEP (d’ou le nom de PEP phosphatase dont elles ont été affublées a
diverses reprises) et, de facon moindre, les hexoses-Pi et pentoses-Pi
(tableau.II). En revanche, en fonction des protéines, des spécificités
surprenantes peuvent surgir : capacité hydrolytique importante sur les
phosphopeptides artificiels pour les PAP12 et PAP26 (Tran et al., 2010b) ou sur
le phytate (une forme multi phosphorylée de l'inositol) pour la PAP15 (Zhang et
al., 2008; Kuang et al., 2009). Les PAPs ont été jusqu’a ce jour uniquement
relié¢es a des compartiments acides. Or, les activités peroxydases sont
déterminées in vitro & un pH optimal proche de 9 (Tran et al., 2010b). A notre
connaissance, aucune activité peroxydase n’‘a encore été détectée a des pH

compatibles avec un environnement acide de ces protéines.

IV - LE METABOLISME: METHODES DE MESURE DE FLUX

Le terme métabolisme dérive du grec et signifie "changer" ou "renverser"

(http://www.etymonline.com). Dans ce contexte, le métabolisme peut étre

défini comme l’ensemble des réactions par lesquelles les composants cellulaires

sont formés, interconvertis ou dégradés.

IV.A. HISTORIQUE

B La notion d’enzyme

Des travaux datant du début du XVIII*™ siécle et menés par le scientifique
francais René Antoine Ferchault de Réaumur, démontrent que la digestion de la
viande par les oiseaux de proie résulte de l'action chimique de suc gastrique
plutét que d’une action mécanique. "La digestion est opérée par la seule action
d’un dissolvant et par la fermentation qu’il fait naitre" (pour revue (Cornish-
Bowden et al., 2005)). Réaumur est le premier a explicitement proposer
I'existence "d’activité enzymatique", méme si ce terme n’arrivera que plus tard.
En 1833, Payen et Persoz isolent la diastase, une substance extraite a partir de
malt. Ils démontrent que cette substance est a elle seule responsable de la

fermentation alcoolique. Ce terme diastase est encore aujourd’hui présent dans
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notre vocabulaire puisque le suffixe —-ase a été conservé pour désigner toute
molécule portant une activité enzymatique. La premiére enzyme découverte
provient donc d’un organisme végétal. Trois années plus tard, en 1836, Schwann
isole la premiere enzyme animal, la pepsine qui se trouve étre responsable de la
digestion dans l'estomac (Cornish-Bowden et al., 2005). Plusieurs substances
sont isolées dans les années qui suivent, dont l'invertase de levure, découverte
en 1860 par Berthelot. Khune, qui découvre la trypsine dans le pancréas,
propose de regrouper l'ensemble de ces substances sous le terme "enzyme"

signifiant en grec "dans le levain" (http://www.etymonline.com) autrement

traduit par Cornish-Bowden et collaborateurs "dans la levure". La nature de ces
substances reste inconnue et divise la communauté scientifique ; il faudra
attendre 1926 et la cristallisation de I'uréase par James B.Sumner pour trancher

et valider la nature protéique des enzymes (Cornish-Bowden et al., 2005).

IV.D. UN BESOIN DE DYNAMIQUE

Les données génétiques, transcriptomiques et métabolomiques ne sont pas
suffisantes pour rendre compte des régulations des flux métaboliques d’une
cellule ou d'un organisme. Le métabolome rend compte d’un état biologique a un
instant t. Si lI'on souhaite comprendre les régulations métaboliques et ainsi
visualiser une dynamique temporelle de cette image figée, la mesure des flux
métaboliques est primordiale. Plusieurs approches expérimentales et in silico
développées chez les plantes permettent d’avoir accés aux flux métaboliques au

sein d’un réseau.

a) Modélisation des marquages a I'état stationnaire : la fluxomique
13C

La fluxomique est basée sur l'utilisation d’un précurseur marqué pour mettre en
évidence les remaniements des squelettes carbonés dans un réseau métabolique
a |'état stationnaire métabolique et isotopique. Elle repose donc sur la structure
branchée du réseau, qui est souvent de grande taille et met en jeu des inter-
conversions entre classes de métabolites (sucres, acides aminés, lipides, acides
organiques, etc.). Elle nécessite des techniques d’analyse donnant acces au
marquage absolu ou relatif des carbones de certains métabolites. Le choix de la

nature du traceur, de son marquage et des métabolites analysés prennent une
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place importante dans la détermination des flux. Les flux sont calculés par un
logiciel d’optimisation (i.e. '°CFLUX, (Wiechert, 2001)) en comparant les
enrichissements avec les valeurs données par un modeéle décrivant le devenir des
carbones dans le réseau. Cette approche a été appliquée avec succes sur des
cultures de cellules de différentes origines (Rontein et al., 2002; Ratcliffe and
Shachar-Hill, 2006) mais aussi en culture in vitro sur des tissus racinaires
(Dieuaide-Noubhani et al., 1995; Alonso et al., 2005; Alonso et al., 2007b) et
des embryons (Junker et al., 2007).

b) Modélisation des cinétiques de marquage hors état stationnaire

Actuellement, se développe la méme approche de fluxomique mais cette fois-ci
a l'état préstationnaire. Elle repose ici sur l'analyse de la cinétique de
propagation du marquage a lintérieur du réseau métabolique. Le précurseur
peut étre uniformément marqué au *C ou au °C et l'introduction du marqueur
peut se faire, au choix, a I'état stationnaire métabolique ou pas. Dans ce cas,
I'écriture du modele devra rendre compte de I'évolution du marquage et des
concentrations (Colén et al., 2010). Ces approches portent sur des réseaux de
plus petites tailles que ci-dessus et relativement peu branchés. Les flux sont
calculés par un logiciel d’optimisation (voir e.g. "Computer Simulation of

Metabolism", www.hort.purdue.edu/cfpesp/ models) en comparant les cinétiques

de marquage avec les valeurs données par un modele phénoménologique. Celui-
ci est défini par un systeme d’équations différentielles paramétrées par les Km et
Vm apparents de chaque étape, ce qui nécessite de connaitre a priori le sens des
flux. La détermination de ces parametres est assortie du calcul de coefficients de
contrdle pour chacune de ces étapes. Chez les plantes, ce type d’approche a été
appliqué avec succes notamment sur des voies de synthése de métabolites
secondaires, comme le métabolisme des composés phénoliques a partir de la
phénylalanine (Matsuda et al., 2003; Coldén et al., 2010) ou le métabolisme de la
choline (McNeil et al., 2000c) et de I'éthanolamine (McNeil et al., 2000b).

c) Modélisation des cinétiques enzymatiques

Cette approche permet de calculer les flux et les concentrations en métabolites
intermédiaires dans une voie métabolique d'aprés les propriétés cinétiques et
thermodynamiques des enzymes et des réactions. Elle s’applique

particulierement bien aux systemes branchés et mettant en jeux des processus
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réversibles. Ces modéles ne s’utilisent que pour des réseaux de taille
relativement petite (limitant le nombre d’équations différentielles a résoudre)
pour lesquels le mécanisme de chacune des enzymes est relativement bien
connu. Le but est toujours d’identifier les étapes controlantes, susceptibles d’étre
modifiées pour améliorer, par sélection ou "engineering génétique", la capacité
de biosynthese d’'un composé jugé intéressant. De tels modeles ont notamment
été utilisés pour décrire le contréle du cycle de Calvin et de la photosynthése
(Pettersson and Ryde-Pettersson, 1988; Poolman et al., 2000), du métabolisme
du saccharose (Rohwer and Botha, 2001; Uys et al., 2007) ou du métabolisme

des acides aminés découlant de l'aspartate (Curien et al., 2009).

V.MODELISATION CINETIQUE

V.A. HISTORIQUE

La premiere simulation numérique d’une cinétique enzymatique concerne une
peroxydase et date de 1943. Ces travaux, menés par Britton Chance, ont
consisté a résoudre des équations mathématiques pour calculer les constantes de
vitesse de I'enzyme. Il s’agit de la premiéere vérification expérimentale du
mécanisme enzymatique formulé par Michaelis-Menten-Henri (Chance, 1943;
Schallau and Junker, 2010). Pour cela, il utilisa I'un des premiers ordinateurs
mécaniques jusque la utilisés pour calculer des trajectoires balistiques par
I'armée ameéricaine (le premier ordinateur électronique sera inventé quelques
années plus tard, en 1946). Il fonctionne a partir de tubes a vide comparables a
des néons. La fragilité des lampes était la cause principale de pannes, dont la
plus récurrente était la combustion d’insectes sur ces lampes provoquant un
arrét du systeme. C’est de cette époque que provient le terme "BUG" qui désigne
a la fois un insecte en argot ameéricain mais également un dysfonctionnement
informatique. Il faudra attendre |'avenement et la démocratisation du micro-
ordinateur pour voire émerger des outils performants de modélisation

enzymatique.

V.B. PARAMETRAGE ET RESOLUTION D‘UN MODELE CINETIQUE

Pour construire un modele mathématique décrivant la dynamique d’un réseau

métabolique, il faut procéder en 4 étapes successives : i) la construction du
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Draprés (Schallau and Junker, 2010). Construction of an exemplary kinetic model. (A), Information about
basic connectivities. (B), Stoichiometric data adds numerical dependencies between the metabolites. (C),
Rate laws defining the reaction rate of each enzymatic step. (D), Combining the stoichiometric data with
the rate laws into a system of ODEs describing the change in metabolite concentrations over time.
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Details and Links

Matlab

COPASI

larnac

PySCeS

ScrumPy

E-Cell

Computing language for algorithm development, data
visualization, data analysis, and numeric
computation; add-on module SimBiology:
prefabricated toolbox for biological simulations.
hittp:/Avww. mathworks.com/products/matlab/

Complex Pathway Simulator; software for the simulation
and analysis of biochemical networks; time-course
simulation, steady-state analysis, MCA, elementary
mode analysis, parameter scans, and estimations.
httpfwww.copasi.ong

Language for dynamic simulation, steady-state analysis,
simple stability analysis, matrix arithmetic, MCA,
metabolic structural analysis, and stochastic simulation.
http//sbw.kgi.edu/software/jarnac. htm

The Python Simulator for Cellular Systems:
Python-based open-source software tool for structural
analysis, simulation of the evolution of a cellular
system ower Time, MCA, steady-state analysis.
htip=/pysces sourceforge.net/index himl

Open-source Python tool kit for kinetic and
structural modeling, caleulation of steady states,
time-course simulation, MCA, and determination
of elementary modes and enzyme subsets.
hitpe/imud shark brookes ac uk/index. php/Software/ScrumPy

Object-oriented software suite for modeling, simulation,
and analysis of large-scale complex systems such as
biological cells.
http Avww.e-cell.orglecel |

Tableau III. Liste non exhaustive des
programmes de simulations
utilisables en biologie

Selon (Schallau and Junker, 2010)



réseau métabolique. ii) validation de la stcechiométrie des réactions. iii)
description des lois cinétiques régissant les réactions et iv) transposition de ces
lois cinétiques par des équations différentielles (figure.13)(pour revue (Schallau
and Junker, 2010). Lorsqu’une réaction est régie par des lois cinétiques, des
contraintes doivent étre appliquées aux équations mathématiques. Ces valeurs
correspondent aux Vmax, Ki, Km, etc. et sont obtenues expérimentalement. Plus
un réseau métabolique sera complexe, plus le nombre d’équations, et donc de
parametres, sera grand ; dans ce cas il est difficile d’obtenir expérimentalement
I'ensemble des parametres cinétiques. Il faut trés souvent se contenter
d'informations provenant d’études précédentes pour compléter le paramétrage.
Enfin, la résolution du modeéle a la main étant impossible au vu de la complexité
des calculs, l'utilisation de logiciels dédiés est indispensable. Matlab, COPASI,
Jarnac, PySCeS, ScrumPy, E-Cell, etc. sont autant de possibilités qui s’offrent a
nous (tableau.III). Dans tous les cas, ces logiciels doivent proposer des
fonctions essentielles pour modéliser des cinétiques : solveur d’équations
différentielles ordinaires (ODEs), simulation de cinétiques et résolution d’état
stationnaire, optimisation des paramétres, analyse de sensibilité (e.g. "Metabolic
control Analysis" ou MCA), interface graphique et import/export de fichiers dans
un format standard (e.g. SBML). Pour ces raisons, trois logiciels sont
intéressants, Matlab, PySCeS et COPASI mais chacun présentant des avantages
et des limitations. Matlab propose par exemple un code facile d’accés et une
grande flexibilité avec notamment la possibilité de rajouter des "boites a outils"
spécialisées pour effectuer les fonctions listées ci-dessus. Il reste un logiciel
couteux et ses tres nombreuses fonctionnalités mathématiques utilisées dans de
tres nombreuses disciplines peuvent perdre l'utilisateur. PySCeS est un logiciel
gratuit permettant de simuler des systemes cellulaires complexes. Il n‘existe pas
d’interface graphique et toutes les commandes doivent passer par une console
avec le langage python. Malgré une installation complexe et une prise en main
difficile, ce logiciel offre beaucoup de flexibilité a partir du moment ou les bases
en informatique de I'utilisateur sont poussées. COPASI est également un logiciel
gratuit spécialisé dans la modélisation et I'analyse de réseaux biochimiques
complexes. Il présente l'avantage d’étre contrdlable entierement par une
interface graphique intuitive et se compose de nombreux greffons tels des outils

d’optimisation performants ((Hoops et al., 2006) ; http://www.copasi.org)

souvent absents des solutions gratuites. Il est également capable d’'importer et

d’exporter des fichiers au format xml.
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VI. OBJECTIFS GENERAUX ET PRESENTATION DU TRAVAIL DE THESE

VI.A. PRESENTATION DU TRAVAIL DE THESE

Les travaux du laboratoire sur les pointes de racines de mais ont mis en évidence
in vitro une activité phosphatase acide trés forte, tant sur le PEP (Brouquisse et
al., 2007) que sur le G6P (Alonso et al., 2007b) comme substrats. Une étude
plus récente sur le murissement du fruit de tomate met en évidence une co-
induction entre un géne codant une invertase vacuolaire et un géne codant une
protéine de la famille des PAPs ("Purple Acid Phosphatase")(Mounet, 2009).
Cette activité phosphatase pourrait potentiellement avoir un lien avec le
metabolisme des sucres.
Par des approches complémentaires de génétique inverse, de biochimie, de
fluxomique et de bio-informatique, nous proposons de mettre en évidence
I'entrée d’esters phosphorylés dans la vacuole et leur hydrolyse par des
phosphatases acides, selon le schéma de la figure 14. Dans ce contexte, le role
de la protéine PAP26 dans la synthése des hexoses vacuolaire sera
principalement étudié. A partir de la plante modéle Arabidopsis thaliana et grace
aux nombreuses ressources disponibles, nous étudierons le transport et le
meétabolisme des sucres a deux niveaux d’intégration :

— a |'échelle de la vacuole isolée

— a |’échelle de la racine excisée en culture in vitro
Nous déclinerons ce travail en trois chapitres afin de répondre a I'hypothése
proposée dans la figure 14 :
I) Identification chez Arabidopsis thaliana du ou des porteurs de l'activité G6Pase
et PEPase acide in vivo et in organello a partir de jeunes plantules et de vacuoles
isolées.
II) Mise en évidence par une approche de marquage isotopique de |'existence
des activités phosphatases sur des racines excisées en culture in vitro.
III) Construction in silico d'un modele cinétique déterministe qui rendra compte
des expériences de marquage. Ce modeéle sera également exploité comme

modele informatif et prédictif.
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CHAPITRE |

ANALYSES FONCTIONNELLES DE LA PAP26 PAR
UNE APPROCHE MUTANT SUR PLANTULES ET SUR
VACUOLES ISOLEES

I.OBJECTIFS:

Ce chapitre a plusieurs objectifs : i) mettre au point un systeme de culture
hydroponique de plantules compatibles, a terme, avec la mise en culture du tissu
racinaire. ii) identifier le porteur majoritaire de l'activité phosphatase acide in
vivo (plantules cultivées en hydroponie) et iii) valider in organello le candidat
identifié dans le point précédent a l'aide de vacuoles isolées. Nous en profiterons
également pour étudier les mouvements de protons associés aux transporteurs

d’hexoses tonoplastiques.
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I1. SELECTION DES GENES CANDIDATS.

Une approche "gene candidat" comporte toujours certains risques car il peut
exister une redondance fonctionnelle a lintérieur d'une méme famille
multigénique mais également entre plusieurs familles multigéniques. Nous avons
constitué une collection de mutants d’Arabidopsis thaliana. 1l s'agit de mutants
"perte de fonction" affectés a différents niveaux du métabolisme des sucres: des
mutants affectés dans le transport putatif des sucres et des sucres phosphates
(gpt2, sut4, tmtl & tmt2) ainsi que des mutants dont l'activité enzymatique chez
le sauvage pourrait influer directement sur le métabolisme des sucres (simple-
mutants pap10, pap12, papl7, pap26, inv3, inv4, double-mutants inv3xpap26 &
inv3xinv4 et triple mutant pap26xinv3xinv4). Les genes candidats pap10, pap12,
papl7 et pap26 ont été selectionnés sur la base de leur expression dans la racine
et leur induction par la carence en Pi. L'homozygotie de tous ces mutants a été

vérifiée comme décrit dans matériel et méthodes.

ITI. CULTURE EN HYDROPONIE

III.A. CHOIX DU MILIEU & DU SYSTEME DE CULTURE

Le choix du milieu de culture s’est fait en pensant aux futures expériences de
marquage. En amont de ces expériences, la nécessité de partir d’'une quantité
importante de tissu racinaire a impliqué une culture hydroponique des plantules
en condition stérile et en présence d'un sucre externe. La mise au point a été
faite sur la lignée sauvage d’Arabidopsis thaliana d'écotype Columbia 0. Pour
A.thaliana, la majorité des cultures en milieu hydroponique se basent sur le
milieu nutritif Murashige et Skoog systématiquement associé a un sucre soluble,
du glucose ou du saccharose. La concentration en sucre couramment utilisée
dans la littérature est variable, puisqu’elle peut aller de 0,5% a 4% (Alonso et
al., 2005; Conde et al., 2006; Lim et al., 2009). Les conséquences sur le
métabolisme de la plante ne sont pas anodines. Par exemple, la présence de
glucose ou de saccharose dans les milieux liquides est connue pour favoriser la
croissance et le nombre des racines latérales (Mishra et al., 2009; Roycewicz and
Malamy, 2012), augmentant ainsi les capacités de production de matériel
racinaire pour les marquages. Cet effet est par ailleurs potentialisé par la carence

en Pi (Fang et al., 2009; Thibaud et al., 2010). Méme si le saccharose parait étre
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Figure 15. Effet des sucres externes sur la croissance des plantules

Poids frais par plantule des feuilles (A), des racines (B) et du total (feuilles + racines)(C) 20 jours apres le
début de la germination. Les graines sont mises a germer et a croitre en présence de milieu MS 2 +
glucose 100mM pendant 7 jours puis le milieu est changé avec les combinaisons suivantes : glucose
100mM, glucose20mM, glucose20mM + mannitol 80mM, fructose 100mM, fructose 20mM, fructose
20mM + mannitol 80mM, 100mM mannitol & 20mM mannitol. Moyennes et écarts types sont calculés

avec n=10.
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Figure 16. Activité G6Pase acide de plantule enti¢re de lignées sauvage et mutantes

Lactivité G6Pase acide a été mesurée comme décrit dans matériel et méthodes sur des homogénats de
plantules cultivées en hydroponie pendant 14 a 20 jours, comme décrit dans Matériel et Méthodes.
Moyennes et écarts types sont calculés avec n=3 (inw3, inv4, pap12 et pap17), n>9 (col0, pap26, pap26xinv3

et pap26xinvd) * : p < 0,01 vs. Col0.



un meilleur substrat que le glucose et le fructose puisqu’il est transporté a
travers toute la plante, il peut dans certains cas induire des pics d’anthocyanes
chez les plantules d’Arabidopsis (Jeong et al., 2010b). C’est pour cette raison que
nous avons écarté |'utilisation de ce di-saccharide dans nos cultures ; l'autre
raison porte sur I'hydrolyse du saccharose par des invertases sécrétées dans le
milieu de culture. De plus, il a été démontré les racines sont alimentées
majoritairement par le glucose et le fructose (Bret-Harte and Silk, 1994). Ces
concentrations en sucres correspondent a des valeurs intermédiaires de celles
retrouvées dans le phloeme (~700mM)(Bret-Harte and Silk, 1994) et celles que
nous avons mesuré dans les racines (~15mM). Notre choix s’est alors porté sur
ces deux hexoses, deux monosaccharides métabolisables par les racines
(Srivastava and Srivastava, 2011). Des tests ont été faits avec deux
concentrations d’hexoses : 20mM (0,2%) et 100mM (1%) de glucose ou de
fructose (figure.15). Pour prendre en compte le déséquilibre osmotique
engendré par la présence des sucres, nous avons testé un sucre non perméant et
non métabolisable (mannitol) utilisé, soit seul a 20 mM ou 100 mM, soit a 80 mM
combiné & 20 mM de glucose ou de fructose (figure.15). A vingt jours de culture
et que ce soit pour les feuilles ou les racines, le glucose a une concentration de
100mM présente la croissance la plus favorable. Pour les feuilles, la biomasse
produite est 60% plus importante qu’en présence de fructose 100 mM ou du
glucose 20mM (figure.15, A). Sur les racines, la quantité de biomasse produite
avec un milieu de culture complémenté avec 100 mM de glucose est encore plus
élevée puisque le gain est compris entre 95 et 90% comparé aux autres
conditions (figure.15, B). Ceci n'est pas di a un stress osmotique car a la
méme concentrartion, le mannitol n‘induit pas de croissance. L'ajout du mannitol
en présence de 20 mM de glucose ou de fructose ne modifie en rien la production
de la biomasse, comparé aux mémes concentrations en hexoses en |'absence de
mannitol. Enfin, il est a noter que la croissance des racines et des feuilles est
quasi-nulle en présence de 20 et de 100mM de mannitol, les plantules, apres les
premiers jours de germination, présentant des phénotypes caractéristiques
d’arrét de croissance (feuilles extrémement petites avec perte de la coloration
verte et absence presque complete de racines). Pour ces raisons, les cultures
hydroponiques se dérouleront systématiquement dans un milieu nutritif 0,5 MS

complété avec 100mM de glucose.
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Lactivité GO6Pase acide a été mesurée comme décrit dans matériel et méthodes sur des homogénats de
feuilles (l) et de racines (D) issues de plantules cultivées en hydroponie pendant 14 a 20 jours, comme
décrit dans Matériel et Méthodes. Moyennes et écarts types sont calculés avec n=7 (feuilles et n=15 ou 18

pour les racines. * : p < 0,01 vs. Col0.
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Figure 18. Activité invertase dans les racines de lignées sauvage et mutantes

Lactivité invertase a été mesurée comme décrit dans matériel et méthodes sur des homogénats de racines
issues de plantules cultivées en hydroponie pendant 14 a 22 jours a pH 7,5 (A) ou 5,5 (B), comme décrit
dans Matériel et Méthodes. Chaque mesure provient d'un mélange de 5 plantules. Moyennes et écarts

types sont calculés avec 3 < n < 10. * : p < 0,05 vs. Col0.



I11.B. PHENOTYPAGE ENZYMATIQUE DES PLANTES SAUVAGES ET MUTANTES

Nous avons mesuré dans cette partie les activités G6P-phosphatase et invertase
acides de plusieurs mutants d’insertions de la famille des PAPs et chez des
mutants affectés dans I'activité invertasique acide. Les doubles mutants

présentés ici sont issus de nos propres croisements.

a) Activité G6P-phosphatase acide

Notre hypothése portant sur la capacité des protéines PAPs a porter l'activité
G6Pase acide, nous avons mesuré cette activité sur des plantules entiéres agées
de 14 a 20 jours (figure.16). Le sauvage (Col0) présente une activité moyenne
G6Pase acide de 5 U.gMF!. Les mutants papl2 et papl7, inv3 et inv4 ne
présentent pas de différences significatives de cette activité. En revanche,
I'activité G6Pase acide mesurée chez le mutant pap26 est fortement réduite
puisqu’elle n’est plus que d’environ 1 U.gMF?, soit une diminution d’un facteur 5
comparé au sauvage. Les double-mutants pap26xinv3 et pap26xinv4 possedent
une activité similaire au simple-mutant pap26. La majeure partie de l'activité
G6Pase acide est donc portée par la protéine PAP26 sur plantule entiere. Nous
n‘avons pas identifié la protéine responsable du reste de l'activité mesurée mais
on peut raisonnablement exclure PAP12 et PAP17 car chez les deux mutants
correspondants, l'activité G6Pase acide n’est pas affectée ; cette activité peut
étre portée par une autre PAP ou par une phosphatase acide appartenant a une
autre famille. Nous avons mesuré |'activité G6Pase, chez le sauvage et le mutant
pap26, dans les feuilles et dans les racines séparément (figure.17). L'activité
G6Pase diminue dans les mémes proportions (75 - 80 %) dans les feuilles et les
racines. D'autre part, I'activité mesurée dans les racines est deux fois plus faible
que celle mesurée dans les feuilles, chez le sauvage et le mutant pap26. Dans les
deux types de tissus, l'activité G6Pase acide est donc portée majoritairement par
la protéine PAP26.

b) Activité invertasique acide

Nous avons également mesuré l'activité invertasique dans les racines
(figure.18) chez des mutants pap26 et invertase. A pH acide, l'activité invertase

mesurée sur feuilles est fortement diminuée (78%, non montré) chez le double
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Figure 19. Isolement de vacuoles a partir de protoplastes de feuilles et de racines d’Arabidopsis
(A) Culture de plantules agées de 10 jours. Les graines sont mises a germer sur un milieu gélosé MS %2 +
saccharose 1% (photo A-1). Les feuilles sont hachées puis digérées par un cocktail d’enzymes (photo A-2).
Les vacuoles sont purifiées sur gradient Elles sont situées entre le ménisque supérieur et anneau de
protoplastes non éclatés (photo A-3). (B) Culture de plantules dgée de 6 jours. Les graines sont mises a
germer sur un milieu liquide MS Y2 + glucose 1% (photo B-1). Les racines dépassant de la grille sont
séparées des feuilles, hachées puis digérées par un cocktail d’enzymes. Les vacuoles sont purifiées sur
gradient comme décrit dans Matériel & Méthodes. Les vacuoles sont colorées au rouge neutre. Apres
visualisation au microscope optique, seule une fraction tres faible de vacuoles sont intactes, les autres
ayant éclaté.



mutant inv3xinv4, et dans une moindre mesure pour le double mutant
pap26xinv3 (35%). Sur les racines et au méme pH, le profil des activités est
identique avec une diminution de 96% pour le double mutant inv3xinv4 et de
54% pour le double mutant pap26xinv3. Le mutant inv4 ne semble pas affecté
dans cette activité. Le double mutant invertase (inv3xinv4) présente donc une
forte chute de son activité invertase acide, a la fois dans les feuilles et les
racines. La majeure partie de l'activité invertase acide des racines semble portée

par le gene codant la protéine invertase3.

IV. ANALYSE IN VITRO SUR VACUOLES ISOLEES

Le but est ici de vérifier in organello si la protéine PAP26 est bien porteuse de

I'activité G6Pase dans la vacuole.

IV.A. PRODUCTION DE PROTOPLASTES A PARTIR DE RACINES

Des protocoles permettant de générer des protoplastes sont décrits pour le pois
(Baldet et al., 1993), la baie de raisin (Fontes et al., 2010) ou encore pour les
feuilles d’Arabidopsis thaliana (Zhai et al., 2009). La génération de protoplastes a
partir de racines est par contre peu documentée. Nous avons tenté d’ajuster les
protocles de la literature pour réaliser des protoplastes a partir de racines en
culture hydroponique. Des essais sur des plantules de 12 a 14 jours cultivés sur
MS n‘ont pas permis de générer des protoplastes malgré les différents
parameétres optimisés (nature et concentrations en enzymes, durée de
digestion...). Nous avons pu produire des protoplastes a partir d’'un autre
systeme de culture nous permettant de travailler sur du tissu plus jeune : les
graines sont mises a germer sur une grille reposant sur des billes de verre
immergées dans un milieu liquide MS 2 complémenté avec du glucose a 100mM
(boites Magenta) (figure.19, B). Six jours de culture aprés germination sont
nécessaires pour produire des quantités suffisantes de racines pour les analyses.
Le rendement reste assez faible : quelques milliers de protoplastes sont isolés a
partir d'une centaine de graines semées. Enfin, a partir de ces protoplastes de
racines, il nous a été difficile d’'isoler suffisamment de vacuoles, la fragilité des
organelles a cet 4ge étant probablement en cause (figure.19, B). Il existe un
protocole qui assure un meilleur rendement de production de protoplastes, mais

il faut partir de plantules encore plus jeunes, 4 jours (Bargmann and Birnbaum,

IV. ANALYSE IN VITRO SUR VACUOLES ISOLEES
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Figure 20. Isolement de vacuoles a partir de protoplastes de feuilles selon deux protocoles

Les 3 premiéres étapes sont identiques jusqu’a la purification des protoplastes. (A) Production de vacuoles
a partir d’une lyse « phosphate ». Le mix protoplastes + tampon de lyse est déposé au dessus du gradient.
Par centrifugation, les vacuoles, les protoplastes et les débris cellulaires migrent au fond du tube. (B)
Production de vacuoles a partir d’une lyse « mannitol». Le mix protoplastes + tampon de lyse est
recouvert de tampons adéquats. Les vacuoles libérées remontent dans la phase supérieure du gradient, au
dessus de 'anneau de protoplastes non lysés.

Tableau IV. Comparaison de deux méthodes d’isolement de vacuoles
Le rendement de production des vacuoles est calculé selon la quantité initiale de protoplastes purifiés.
Lactivité PEP phosphatase est ramenée a la quantité de protéines présentes dans chaque fraction.

Lyse phosphate Lyse mannitol
Rendement de production des vacuoles a 2-5% 12-18%
partir des protoplastes
Activité PEP phosphatase acide (nmol. min 78 +/-3,12 949 +/- 192
' mg" protéines)




2010). Il semblerait également que les protoplastes produits par cette méthode
soient fragiles. La protéines PAP26 étant aussi bien située dans les feuilles que
dans les racines (Tran et al., 2010b), et en raison des contraintes sus-citées,
nous nous sommes dirigés vers la production de protoplastes issus de jeunes

feuilles d'A.thaliana.

IV.B. PRODUCTION DE PROTOPLASTES A PARTIR DE FEUILLES

La génération de protoplastes a partir de feuilles est plus aisée. Une adaptation
de plusieurs protocoles a permis d’optimiser les rendements de production de
protoplastes (Baldet et al., 1993; Zhai et al., 2009; Fontes et al., 2010). Nous
pouvons produire de routine, a partir d’environ 800mg de matiere fraiche,
environ 25 x 10° protoplastes par mL (soit un peu moins de 20 x 10° de
protoplastes au total). Ces chiffres sont en adéquation avec ceux de la
littérature(Yoo et al., 2007; Fontes et al., 2010).

B Isolement de vacuoles de feuilles

Le premier protocole testé, basé sur une lyse hypotonique dans un tampon
phosphate de potassium (Baldet et al., 1993)(figure.20, A) a été peu concluant
(manque de reproductibilité, effet inhibiteur du Pi sur les activités de transport et
d’hydrolyse du G6P). Le second protocole testé, basé sur une lyse hypo-
osmotique dans une solution 0,2M de mannitol (Fontes et al., 2010)(figure.20,
B) a conduit a un bien meilleur rendement de vacuoles (tableau.IV). De plus,
ces mémes vacuoles possedent une activité spécifique phosphatase acide plus
importante, tant sur le PEP (Tableau.IV) que sur le G6P comme substrat (non
montré). Pour la suite du travail, nous avons choisi le protocole de lyse hypo-

osmotique utilisant du mannitol.

IV.C. QUALITE DES VACUOLES ISOLEES

a) Activité PEP phosphatase acide & alpha-mannosidase

Nous avons mis en évidence lors du phénotypage des mutants PAP que l'activité
phosphatase acide était principalement portée par la PAP26 (cf. figures.17).

Nous avons comparé cette activité sur les feuilles broyées a partir desquelles
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Figure 21. Activité phosphatase acide sur différentes fractions

Les feuilles hachées sont prélevées juste avant I'ajout du cocktail enzymatique. Les protoplastes sont
prélevés juste avant I'ajout du tampon de lyse. Les vacuoles sont prélevées dans le gradient apres
centrifugation. L’activité phosphatase acide a été mesurée en suivant I'oxydation du NADH a pH 5,5 en
présence de lactate déshydrogénase et de 5 mM de PEP. * : p < 0,05 vs. feuilles.
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Figure 22. Activité a-mannosidase sur différentes fractions

Les feuilles hachées sont prélevées juste avant I’ajout du cocktail enzymatique. Les protoplastes sont prélevés
juste avant I'ajout du tampon de lyse. Les vacuoles sont prélevées dans le gradient apres centrifugation.
Lactivité a-mannosidase est mesurée selon le protocole décrit dans le matériel et méthodes.



nous avons produit les protoplastes, sur les protoplastes et sur les vacuoles
isolées. Les activités PEPases sont rapportées a la quantité de protéines
(figure.21). L'activité PEPase mesurée sur protoplastes est trés faible comparée
a celle mesurée sur les feuilles broyées et sur les vacuoles isolées. La
préparation des protoplastes a partir des feuilles s'Taccompagne donc d’une perte
importante de l'activité PEPase acide. Ceci suggere que la majeure partie de
I'enzyme est localisée dans les parois et dans les espaces extracellulaires du tissu
foliaire, et est donc sécrétée. Ces résultats confirment des travaux récents
(Hurley et al., 2010) a propos d’une forme vacuolaire et sécrétée de la PAP26. Si
on fait I'hypothese que les protéines pariétales sont mineures par rapport aux
protéines totales du tissu foliaire, on peut estimer qu’environ 10 % de la PEPase
acide seraient intracellulaires. Ceci n’est pas étonnant si on considere le nombre
important d’études, tant sur des cultures cellulaires que sur des feuilles ou des
racines de différentes origines, ayant caractérisé les formes sécrétées des
PEPases acides (Veljanovski et al., 2006; Hurley et al., 2010; Liang et al., 2010;
Tran et al., 2010a). Notons que, lorsque nous appliquons un facteur de
conversion de 15 mg de protéines par g MF, l'activité PEPase acide mesurée sur
feuille broyées est du méme ordre de grandeur que celle mesurée sur les feuilles
de plantules 4gée de 20 jours ayant poussé sur milieu liquide (moyenne de 9,8
pumol.min*.gMF!, cf figure.17). En paralléle, nous avons mesuré l'activité a-
mannosidase sur ces 3 types de fractions. L’'a-mannosidase est souvent utilisée
comme marqueur vacuolaire (Benkeblia et al., 2007; Krueger et al., 2011) mais
elle est également associée aux autres compartiments endomembranaires tels
que l'appareil de Golgi ou le réticulum endoplasmique (Saint-Jore-Dupas et al.,
2006). Contrairement a ce qui a été observé pour l'activité PEPase a pH acide,
I'activité a-mannosidase ne diminue pas lors de la préparation des protoplastes
mais, au contraire, augmente (figure.22). Ce phénomeéne rend compte d’une
contamination importante des protoplastes par les enzymes hydrolytiques
portant une activité a-mannosidase. Par conséquent, lors de la préparation
ultérieure des vacuoles, I'activité a-mannosidase ne se trouve pas enrichie par
rapport aux protoplastes de départ.

En parallele a l'activité PEPase et a-mannosidase, nous avons mesuré les
activités des glycéraldéhyde-3-Pi déshydrogénases (GAPDH) a NADP et a NAD et
de la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH) a NADP sur les protoplastes

et sur les vacuoles. Les résultats mettent en avant |'hétérogénéité des
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Figure 23. Activités enzymatiques plastidiales et cytosoliques mesurées sur vacuoles isolées
Les vacuoles sont purifiées a partir de feuilles agées de 10 jours. Les activités glycéraldehyde-3-phosphate
déshydrogénase (GAPDH) sont mesurées a pH 8 en présence de NADH ou de NADPH, respectivement.
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Figure 24. Enrichissements des enzymes de la vacuole par rapport au protoplaste

Les enrichissements vacuolaires pour chaque activité sont calculés en faisant le rapport des activités
spécifiques mesurées dans les vacuoles par celles mesurées sur les protoplastes correspondants. La ligne
grise représente enrichissement vacuolaire maximal calculé 4 partir du rendement protéique

25 -
(%)
4]
© 20 -
S v
S L o 15 -
® o> 0O
£33 °
Emvlo' O o
© = 0)
< 5 1 ®
(@] ') 6
o 0 L : 6} .

® GAPDHnadp OGAPDHnad © G6PDH nadp

Figure 25. Contamination des vacuoles isolées par le cytosol et les chloroplastes

Les vacuoles sont purifiées a partir de feuilles agées de 10 jours. Les deux activités GAPDH sont mesurées
a pH 8. Le pourcentage de contamination est calculé a partir des enrichissements déterminés dans la figure
24 pour chaque activité (Yoage contamination = enrichissement du marqueur/ enrichissement PEPase).
Chaque point représente une préparation indépendante.



préparations (Figure.23). Ces activités sont classiquement utilisées comme
marqueurs des compartiments cellulaires : la GAPDH a NAD est associée aux
chloroplastes, la GAPDH a NADH aux plastes et au cytosol, tout comme la
G6PDH.

b) Enrichissement et pureté de la fraction vacuolaire

Les calculs d’enrichissement des cinq enzymes dans la vacuole par rapport aux
protoplastes montrent que la PEPase se concentre trés largement dans les
vacuoles, a l'inverse des trois activités déshydrogénases mesurées (figure.24).
Selon la littérature, les protéines vacuolaires représentent moins de 1% du total
protéique cellulaire (Villiers, 2008) et 2,4 % des protéines totales des feuilles
(Jaquinod et al., 2007; Tohge et al., 2011). Dans nos conditions et en tenant
compte du rendement de production de vacuoles a partir des protoplastes (10 a
18%), nous avons calculé que les protéines vacuolaires représentent environ 3,4
% des protéines totales des protoplastes, ce qui correspond a un facteur
d’enrichissement maximal d’environ 30 (100/3,4 = 29,4). Il est important de
noter que, pour la majorité des préparations testées, le facteur d’enrichissement
de la PEPase acide se concentre a des valeurs comprises entre 20 et 35, ce qui
suggere que la PEPase acide des protoplastes a une localisation majoritairement
vacuolaire (cf. figure.24). Enfin, la mesure des activités spécifiques des GAPDH
et de la G6PDH a été utilisée pour évaluer la pureté des vacuoles ainsi préparées
(figure.25). Les pourcentages de contamination des activités GAPDH (NAD et
NADP-dépendantes) et G6PDH sont la plupart du temps faibles (inférieurs a
10%), ce qui correspond a des valeurs couramment acceptées dans la littérature
(Jaquinod et al., 2007; Tohge et al., 2011).

Un des inconvénients du fractionnement subcellulaire est qu’a partir du moment
ou les protoplastes sont lysés, la composition interne des vacuoles peut
changer ; les transporteurs du tonoplaste laissant fuir bon nombre de
meétabolites qui étaient stockés in vivo dans la vacuole. Cet effet est d’autant
plus fort que, faute d’ATP et de PPi dans les tampons de préparation, les pompes
a protons ne peuvent plus assurer le fonctionnement des transports actifs de

solutés.

c) Dosages des sucres et du Pi dans les vacuoles

Avant de réaliser des expériences de transport sur les vacuoles, il est important

IV. ANALYSE IN VITRO SUR VACUOLES ISOLEES m



1.6 -

o . 147
= s
Lo 1.2 ~
o
DQ' 1 4
o v
© bo
>
> 3 o8-
> o
L £ 06 1
v £
= 0.4 -

0.2 -

0 |

OGlucose M Fructose [@Saccharose [OPi

Figure 26. Teneurs en sucres et en Pi des vacuoles

Les sucres sont dosés sur des fractions de vacuoles isolées : en blanc le glucose ( D ), en noir ( .) le
fructose, en gris ( D) le saccharose et en bleu d:b le Pi. La quantité de sucre mesurée est rapportée a la
quantité de protéines dosées. La barre d’erreur est calculée a partir de I’écart moyen de 4 valeurs (sucres)
ou 3 valeurs (Pi) indépendantes.
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Figure 27. Protonation et déprotonation de I’acridine orange (AO) et d’un agent découplant

(A) AO est la forme déprotonée de l'acridine orange. AOH est sa forme protonée, espece la plus
perméante. La forme protonée s’accumule préférentiellement dans le compartiment le plus acide. Le signal
de fluorescence diminue alors par ”quenching”. (B) L’ajout d’un agent découplant protonophore (CCCP)
va créer un cycle mettant en jeu la diffusion des formes protonées et déprotonées de la molécule et la
sortie nette d’un proton. La conséquence directe est la diminution du gradient de pH.



de connaitre la teneur en sucres et en Pi endogénes dans les préparations de
vacuoles. Les dosages de ces composés ont été faits sur plusieurs préparations
(figure.26). On peut noter I'absence de détection du G6P par nos techniques de
dosage et la quasi-absence de saccharose dans les préparations de vacuoles. De
plus, I'hexose majoritaire demeure le glucose, environ 3 fois plus concentré que
le fructose, rapport qui est proche de celui mesuré sur les feuilles d’Arabidopsis
in vivo. En prenant une densité moyenne de 26,3 millions de vacuoles par mg de
protéines mesurée sur nos préparations et un volume moyen de 16,2 pL par
million de vacuoles (Kaiser et al., 1986; Dietz et al., 1990), on peut estimer que
la concentration intra-vacuolaire en glucose, fructose, saccharose et Pi pourrait
étre égale a 1,2, 0,4, 0,13 et 1,7mM, respectivement. Ainsi, dans les expériences
futures, la présence de phosphate intra-vacuolaire conditionnera Ile
fonctionnement de I'’échangeur hexose-Pi/Pi dans le sens de I'entrée d’hexose-Pi.
Dans le cas des transporteurs d’hexoses, une concentration de 5 mM de sucre

externe sera utilisée pour favoriser le transport dans le sens de |'entrée du sucre.

V. LE TRANSPORT DANS LES VACUOLES

Lorsque les vacuoles sont prétes, il est important de travailler dans des délais
brefs (de I'ordre de I’'heure) afin de ne pas perdre leur intégrité structurale et
fonctionnelle. Le premier critere de fonctionnalité que nous avons testé est la
capacité des vacuoles isolées a générer une différence de potentiel
électrochimique en protons, et plus spécifiquement, une différence de pH

transmembranaire.

V.A. PRINCIPES DE LA METHODE

Cette méthode repose sur l'utilisation d’une base faible et liposoluble, I'acridine
orange (AO), qui se distribue de part et d’autre des membranes biologiques en
fonction de la différence de pH. Cette molécule a déja été utilisée sur des
vacuoles isolées de carotte (Timmers et al., 1995), sur des suspensions de
chloroplastes (Schuldiner et al., 1972) ainsi que sur des cellules de soja en
culture (He et al., 2007). Sur des vacuoles intactes, nous avons mesuré la
fluorescence de l'acridine orange émise a 530 nm apreés excitation a 495 nm
(figure.27). Les membranes sont perméables a cette molécule sous sa forme

neutre, qui se concentre alors sous sa forme protonée dans le compartiment
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Figure 28. Détermination du pH vacuolaire

Cinétique de fluorescence de suspensions de vacuoles isolées en présence d’acridine orange. F7 correspond
a la fluorescence initiale au moment ou 'on ajoute les vacuoles. Fy est la fluorescence minimale a laquelle
nous rajoutons I'agent découplant, ie. 2,5 uM de CCCP. Fuax est la fluorescence maximale restaurée.
Chaque courbe représente une préparation de vacuole. Dans [1 ]
Penregistrement initial. Le ApH, et par extension le pH vacuolaire, a été calculé (n=12) en utilisant la
formule suivante (Rottenberg et al., 1972) :

, un exemple de blanc a retrancher a

k — [H +]ext'[AO]ext _ [H +]int'[AO]int

[AOH],, _ [AOH'], ° Avec a I'équilibre : [AO],,, =[AO],,;
I:max — I:O
+ + F Vol
Soit : [H+]int _ [AOH+]int : ApH = Iog( = max_ = XV ItOt )
[H']l.. [AOHT], 1- (%O) Ol
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Figure 29. Effet de PATP et du PPi sur ’énergisation des vacuoles

Des vacuoles ont été énergisées en présence de 2,5mM d’ATP ou de 25uM de PPi. ATP et PPi sont
ajoutés en méme temps que lacridine orange. L’ajout de 2,5 uM CCCP est effectué lorsque le ”quenching”
de la fluorescence ne varie plus.



acide. Cette accumulation a pour conséquence de diminuer le signal de
fluorescence ("quenching"), dont les mécanismes restent encore débattus
(Timmers et al., 1995; Zoccarato et al., 1999). Néanmoins, |'utilisation de ce
traceur fluorescent nécessite de contrbler que le "quenching" est sensible aux
variations du ApH transmembranaire. En fin d’expérience, un découplant
protonophore (ici, le CCCP) est ajouté, le ApH s’annule, I'acridine orange sort et
s’équilibre avec le compartiment externe et le phénoméne de "quenching"
diminue (figure.27). C'est cette propriété de "restauration" de la fluorescence

gue nous utiliserons comme critére d’intégrité a la fin de chaque expérience.

a) Energisation des vacuoles et calcul du pH vacuolaire

Dans un premier temps, il est nécessaire d’énergiser les vacuoles en activant les
pompes V-ATPase et V-PPase en rajoutant de I’ATP ou du PPi aux concentrations
habituellement utilisées (Fontes et al., 2010). Lorsque I’ATP est ajouté a la
suspension, I’émission de fluorescence a 530nm diminue rapidement au cours du
temps jusqu’a se stabiliser. Aprés ajout du CCCP, nous observons une
restauration partielle de la fluorescence de départ, nous pouvons en déduire que
les vacuoles sont bien fonctionnelles et surtout intactes (figure.28). 1l est a
noter que l'addition de CCCP, en l'absence de vacuole, provoque une diminution
significative de la fluorescence de l'acridine (figure.28, encart). Ce tracé peut
potentiellement servir a corriger les tracés enregistrés en présence de vacuoles.
Dans les expériences ultérieures qui seront faites en présence de sucres, des
tracés de référence seront enregistrés pour chaque molécule ajoutée et serviront
a corriger les signaux de fluorescence. Des expériences contrlles similaires ont
été faites avec le G6P, le glucose, le fructose et le saccharose. Selon les travaux
de these de Natasha Fontes (Delrot, S.: communication personnelle), il
existerait deux populations de vacuoles dans les préparations issues de cellules
de baie de raisin en culture, I'une énergisée par le PPi I'autre, par I’ATP, chacune
de ces populations ayant des capacités de transport spécifiques. Sur ces
préparations, que ce soit en présence d’ATP ou de PPi, la capacité des vacuoles a
s’énergiser est bien réelle (figure.29). Ne souhaitant pas discriminer les deux
types de vacuoles, nous avons ajouté a la fois de I’ATP et du PPi dans les
expériences suivantes. Enfin, a partir des signaux de fluorescence mesurés avant
et aprés l'addition de CCCP, il est possible d’estimer la valeur du pH intra-

vacuolaire (Rottenberg et al., 1972). Une valeur de pH vacuolaire égale a 5,56 +
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Figure 30. Enregistrement typique de Peffet d’un sucre-Pi et du CCCP sur la fluorescence de
Pacridine orange

La cinétique de fluorescence est obtenue sur une préparation de vacuoles de feuilles de Col0. La fléeche
noire correspond au moment ou le sucre est ajouté (ici 5 mM de FGP), la fleche blanche correspond a

I'ajout de 2,5uM de CCCP.
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Figure 31. Effet des sucres sur la vitesse de sortie de protons de vacuoles isolées de la lignée

sauvage Col0

A partir de vacuoles purifiées a partir de feuilles de Col0, la vitesse de sortie de protons a été estimée a
partir des pentes initiales d’augmentation de la fluorescence au moment de I'ajout du sucre. L’activité est
exprimée en %AF.min'. n=1 a 2 déterminations, sur 3 préparations différentes. Les écart-types sont
calculés a partir des régressions sous le logiciel Kaleidagraph.



0,12 a été calculée, ce qui est conforme a ce qui a déja été publié (Nishimura,
1982).

b) Effet des sucres sur le gradient de pH

B Chez le sauvage

A partir d’'une préparation de vacuoles issues de la lignée sauvage Col0, nous
avons testé |'effet de I'addition de différents sucres sur la fluorescence. A titre
d’exemple, la figure 30 montre qu’aprés ajout du F6P, nous observons une
remontée rapide de la fluorescence qui traduit une alcalinisation du milieu intra-
vacuolaire (jusqu’a atteindre un nouveau plateau). Il en est de méme pour le
G6P, le saccharose et, dans une moindre mesure, le glucose et le fructose (non
montré). Lorsque le CCCP est ajouté en fin d’expérience, la fluorescence
augmente rapidement ce qui démontre l'intégrité des vacuoles (figure.30).
L'addition de ces sucres produit donc un changement d’état stationnaire des
efflux de protons a travers le tonoplaste. Le fait que les signaux de fluorescence
ne re-diminuent pas au bout d’'un certain temps suggere que les transporteurs
fonctionnent en régime de flux sans atteindre I'équilibre thermodynamique. Pour
les hexoses, ceci traduit probablement, mais nous ne l'avons pas Vérifié, une
forte capacité d’accumulation des sucres dans les vacuoles. Pour le saccharose et
les sucres-phosphates, ce régime de flux pourrait étre en plus la conséquence de
I'hydrolyse dans la vacuole de ces composés par l'invertase et les PAPs,
respectivement. Suivant la méme procédure que Fontes Da Silva et al. (2010),
un parametre (AF par minute) a été calculé pour rendre compte de la vitesse
initiale de sortie de protons au moment ou l'on rajoute le sucre. Il faut
néanmoins garder a l'esprit que ces vitesses rendent indirectement compte de la
capacité des sucres a s’échanger contre des protons, mais ne permettent pas de
calculer, ni le flux de proton associé, ni la stoechiométrie du transporteur. La
figure.31 montre que le G6P est le sucre qui induit la plus forte vitesse de sortie
de protons avec un %AF.min* d’environ 2,3. Le glucose, le fructose, le F6P et le
saccharose n’induisent qu’une faible vitesse de sortie de protons avec une valeur

comprise entre 0,6 et 1 %AF.min™.

B Etude des mutants

Des expériences semblables ont été menées sur la collection de mutants. Les

V. LE TRANSPORT DANS LES VACUOLES
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Figure 32. Effet des sucres sur la vitesse de sortie de protons chez les mutants gpt2 et sut4

Sur des vacuoles purifiées de feuilles de ColO et des mutants gpz2 et su##4, la vitesse d’augmentation de la
fluorescence est exprimée en %AF.min'. n=1 a 4 déterminations sur 4 préparations différentes. Les écart-
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Figure 33. Effet des sucres sur la vitesse de sortie des protons chez les mutants tmit1-2

A partir de vacuoles purifiées de feuilles de Col0 et du mutant #1-2, Pactivité de sortie des protons a été
estimée a partir des pentes initiales des signaux de fluorescence. n= 2 a4 déterminations sur 2
préparations différentes. Les écart-types sont calculés a partir des régressions sous le logiciel Kaleidagraph.



mutants sut4 et gpt2 sont particulierement intéressants. Chez gpt2, la vitesse
d’augmentation de la fluorescence apres ajout du G6P ou du F6P est environ
deux fois moins forte que chez le sauvage (figure.32). GPT2 permet donc de
transporter le G6P et le F6P dans la vacuole, sans toutefois étre a |'origine de
toute l'activité de transport. Le mutant sut4, qui posséde toujours un
transporteur GPT2 théoriqguement fonctionnel, répond comme le sauvage a
I'ajout de F6P ou de G6P. Lors de |I'ajout de saccharose, les mutants gpt2 et sut4
présentent tous les deux des vitesses d’augmentation de la fluorescence tres
élevées par rapport au sauvage (figure.32). En collaboration avec Fatma
Lecourieux de I'équipe de Serge Delrot (ISVV, Institut Scientifique de la Vigne et
du Vin), nous avons étendu notre étude au double mutants tmt1/2. In vitro, ces
mutants ont été décrits comme étant partiellement déficients pour I'entrée ATP-
dépendante du glucose dans les vacuoles (Cho et al., 2010). La figure 33
montre que 'addition de glucose, de fructose et de saccharose a des suspensions
de vacuoles isolées de chacune de ces lignées ne présentent pas de différence
significative de mouvements de protons par rapport au sauvage. En revanche,
I'ajout de G6P induit un flux de sortie de protons important chez le sauvage qui
est trés atténué chez le double mutant tmt (figure.33). Le mutant affecté dans
le géne codant pour la PAP26 a aussi été analysé pour regarder |'effet du G6P par
rapport au sauvage. Le mutant pap26 se comporte de maniére identique au
sauvage Col0 a I'ajout du G6P (non montré). Ce résultat suggere que l'activité
d'échange du G6P contre le Pi intra-vacuolaire peut se faire avec le pool de Pi

préexistant et/ou grace a l'activité des PAPs vacuolaires.

V.B. ANALYSE FONCTIONNELLE DE LA PAP SUR VACUOLES ISOLEES

Nous venons de démontrer que le G6P pouvait rentrer dans les vacuoles par le
translocateur GPT2 et potentiellement par un ou plusieurs transporteurs TMT.
Nous avons étudié le devenir de ce sucre phosphate a l'intérieur des vacuoles.
Nous procederons également a ces expériences sur des vacuoles purifiées
provenant de plantes sauvages et mutées pour le géne codant pour la PAP26
pour mettre en évidence le rble de la PAP et du transport des sucres phosphates

dans ce processus.

a) Activité phosphatase acide sur vacuoles lysées

V. LE TRANSPORT DANS LES VACUOLES
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Figure 34. Activité G6P- et PEP-phosphatase acide sur vacuoles éclatées issues des lignées Col0
et pap26

(A) vitesse de synthese de glucose mesurée sur des vacuoles purifiées éclatées. (B) vitesse d’oxydation du
NADH mesurée sur des vacuoles purifiées incubées a pH 5,5 en présence de 0,5U.ml! de lactate-
déshydrogénase, 5SmM ATP, et de 10 mM PEP. En blanc les mesures effectuées sur des vacuoles Col0, en
noir sur des vacuoles issues de feuilles du mutant pap26. n = 3 a 6 mesures sur 2 (pap26) a 6 préparations
(Col0) différentes.. Les écart-types sont calculés a partir des régressions sous le logiciel Kaleidagraph.
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Figure 36. Exemple de détermination de vitesse d’apparition du [U-*C]-glucose a partir de [U-

14C]-GG6P sur vacuoles intactes
Les vacuoles purifiées incubées a pH 7,4 en présence de 5 mM d’ATP et de 5 mM [U-14C] glucose-6-Pi
(100 dpm.nmole). Le milieu réactionnel est stoppé a différents temps (107, 20” et 40°) et la radioactivité du

glucose produit est analysée comme décrit dans matériel et méthodes. En noir (®) les mesures du sauvage,

en blanc (O) celles du mutant pap26. La pente et le R* dans le sont ceux calculés chez le

sauvage, la pente et le R? dans le [rectangle blang sont ceux calculés chez le mutant.



Tout d’abord, les activités G6Pase et PEPase acides ont été mesurées a pH acide
sur des vacuoles lysées (figure.34). L'activité G6Pase mesurée chez le sauvage
est de 586 nmol.mint.mg'protéines. Elle est de 17 nmol.mint.mg™ protéines
chez le mutant pap26, soit une diminution d’un facteur 34. Dans une proportion
moindre, |'activité PEPase acide chute d’un facteur 12 chez le mutant par rapport
au sauvage, avec une valeur égale & 81 nmol.min*.mgprotéines. Les vacuoles
isolées de feuilles du mutant pap26 sont donc caractérisées par une forte

déficience (a plus de 90%) en activité phosphatase acide.

b) Activité phosphatase sur vacuoles intactes

Sur des préparations de vacuoles intactes et énergisées a I’ATP, nous avons
mesuré les activités de syntheése du glucose et du pyruvate en présence de G6P
et de PEP exogéne, respectivement. Le systeme expérimental est schématisé
dans la figure 35. Le but est de reproduire I'environnement vacuolaire in vitro :
dans ce systéme intégré, la libération du [U-'*C]-glucose nécessite le transport
et la déphosphorylation du [U-**C]-G6P. A un pH externe de 7,4 mimant le pH
cytosolique, les vacuoles restent intactes et pour favoriser I'activité des
phosphatases acides intra-vacuolaires, les vacuoles sont énergisées par les
pompes a protons V-ATPase. La figure 36 représente un exemple de
détermination de vitesse d’apparition du [U-'*C]-glucose a partir de [U-'*C]-G6P
sur vacuoles intactes. Selon le méme principe, nous avons aussi utilisé le PEP
comme substrat des phosphatases acides, la présence de lactate
déshydrogénase exogene permettant de suivre en continu la synthese du
pyruvate relargué par les vacuoles intactes et énergisées (figure.37, B). Les
activités de synthése du glucose et du pyruvate mesurées sur des vacuoles
issues de Col0 sont égales a environ 150 et 100 nmol.min*.mg protéines
(figure.37). Chez le mutant pap26, ces activités sont diminuées de
respectivement 16,4 et 2,3 fois par rapport au sauvage (figure.37, A & B). Il est
important de noter que les activités de synthese de glucose et de pyruvate
mesurées sur des vacuoles intactes excédent trés largement l'activité G6Pasique
et PEPasique que l'on peut mesurer a pH 7,4 sur des vacuoles lysées (16+2
nmol.min.mgprotéines). Ceci exclut la participation de phosphatase externe

dans l'activité mesurée sur organelles intactes.
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Figure 37. Activité de synthese du glucose et du pyruvate a partir du G6P et du PEP sur vacuoles
intactes

(A) vitesse de synthese de glucose mesurée sur des vacuoles purifiées comme décrit dans la figure 20. La
synthese du glucose est calculée a partir de la pente calculée dans la figure 36 en appliquant le calcul
suivant : pente/RASGeP x (facteur de dilution)/[prot]extit. (B) vitesse d’oxydation du NADH mesutée sur
des vacuoles purifiées incubées a pH 7,4 en présence de 0,5U.ml" de lactate-déshydrogénase, 5mM ATP,
et de 10 mM PEP. En blanc, les mesures effectuées sur des vacuoles purifiées a partir de feuilles de Col0,
en noir, sur des vacuoles provenant du mutant pap26. Synthése du glucose : n=3 déterminations sur 2
(pap26) a 3 (Col0) préparations différentes. Les écart-types sont calculés a partir des régressions sous le
logiciel Kaleidagraph.



VI. DISCUSSION

VI.A. LES TRANSPORTEURS VACUOLAIRES

Dans ce travail, nous avons utilisé une méthode indirecte pour étudier des
mutants potentiellement affectés dans le transport des sucres (sut4, tmt, gpt2).
L'interprétation des variations des signaux de fluorescence de l'acridine orange
restent qualitatifs: ils permettent de mettre en évidence des mouvements de
protons associés au transport de molécules. Cependant, une faible amplitude de
variation induite par l'addition d’un sucre peut tout autant traduire une faible
quantité de transporteur ou une faible stoechiométrie H*/sucre. En outre, il faut
bien garder en téte que seul un transport couplé a un (des) proton(s) est
visualisé. L'absence de modification de fluorescence engendrée par un métabolite
ne signifie pas automatiquement |'absence de transport du sucre, mais
seulement que ce dernier ne fait pas intervenir de proton ou qu’un flux opposé
compense la sortie de H*. Les expériences sur vacuoles isolées de feuilles de
Col0 montrent que le saccharose, le glucose, le fructose et les hexoses
phosphates, tels que G6P et F6P, semblent faire intervenir un transport actif
impliquant 1’échange d’un ou de plusieurs H*. L’inactivation du géene GPT2
démontre qu’une partie du transport du G6P et du F6P dans la vacuole est
assurée par la protéine GPT2. Le mécanisme de ce transporteur étudié lors de
son expression hétérologue chez la levure, serait un antiport G6P/Pi, avec une
stoechiométrie de 1/1 (Niewiadomski et al., 2005). Néanmoins, ce mécanisme
d’échange n’exclut pas un mouvement de protons lors du transport, qui pourrait
étre liée a la différence de pK entre I’hexose-6-Pi et le Pi qui est égale a 0,7. De
fagcon surprenante, les transporteurs TMT, qui seraient impliqués chez
Arabidopsis thaliana dans I'entrée du glucose, du fructose et du saccharose dans
la vacuole, semblent également associés au transport du G6P. Dans ce contexte,
la construction d’un triple mutant gpt2xtmtixtmt2 devrait répondre a la question
du transport tonoplastique des hexoses-phosphates. En ce qui concerne le
transport des hexoses, contrairement aux travaux de Schulz et al (2002), le
mutant tmt1/2 n’est pas affecté dans I'efflux de H* lié a I'entrée du glucose et du
saccharose. Cependant, la redondance fonctionelle des VGT n’est pas a exclure

chez les mutants tmt1/2. Ces deux familles de transporteurs seraient capables
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de transporter a travers le tonoplaste le glucose et le fructose (Martinoia et al.,
2012). Il a également été démontré par expression hétérologue d’AtVGT1 chez la
levure, que cette protéine transportait le glucose de facon ATP-dépendante (Aluri
and Battnerr, 2007).

En ce qui concerne le transport du saccharose, nous n‘avons pas trouvé dans la
collection de mutant des mouvements entrant de H* aprés ajout de saccharose.
Bien au contraire, nous avons noté une augmentation nette du flux sortant de H*
en présence de saccharose chez les mutants gpt2 et sut4, ceci suggére un lien
entre le métabolisme vacuolaire du saccharose et les protéines GPT2 et SUT4.
Dans le cas de gpt2, on pourrait envisager une augmentation des enzymes du
métabolisme du saccharose (transporteurs vacuolaires, SPS et/ou invertases)
comme effet secondaire des perturbations engendrées par la mutation. Un
phénotypage enzymatique complet du mutant gpt2 pourrait a I'avenir répondre a
cette question. En ce qui concerne SUT4, l'expression hétérologue de cette
protéine a montré sa capacité a transporter le saccharose (Schneider et al.,
2011). En outre, une étude des mouvement de H* par patch-clamp a montré que
le mécanisme du SUT4 serait plutét un symport saccharose-H*(Schulz et al.,
2011). Chez le mutant sut4, il est logique d’observer une activité antiport

saccharose/H™ supérieure au sauvage.

VI.B. LE G6P, UN SUBSTRAT PREFERENTIEL DE LA PAP26 VACUOLAIRE ?

Notre travail montre qu’environ 10% de I'activité totale tissulaire serait localisée
dans les vacuoles et portée par la protéine PAP26. Le PEP a depuis longtemps été
présenté comme le substrat préférentiel des PAP acides (Bozzo et al., 2002;
Veljanovski et al., 2006; Tran et al., 2010a), nous apportons la démonstration
formelle que le PEP est hydrolysé en pyruvate et Pi par des vacuoles intactes de
feuilles. En outre, malgré une capacité hydrolytique des PAPs plus de deux fois
inférieure pour le G6P que pour le PEP (Bozzo et al., 2002; Veljanovski et al.,
2006), nos résultats démontrent I'existence. i) d’un transport du G6P a l'intérieur
de la vacuole. ii) d'une hydrolyse en glucose plus Pi par la protéine PAP26. Le
F6P peut également traverser le tonoplaste mais sa prise en charge in organello
par la PAP26 n’a pas encore pu étre démontrée faute de F6P radioactif

disponible. En outre, des expériences préliminaires menées sur des vacuoles
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isolées du mutant gpt2 ont montré une diminution de 30% de I'activité de
synthése de glucose a partir du G6P par rapport au sauvage, suggérant le role de
ce translocateur dans cette voie de synthése. Physiologiquement, le transport et
I'hydrolyse des esters phosphoriques vacuolaires ont depuis longtemps été
intégrés dans les processus d’adapatation a la carence en phosphate (Tran et al.,
2010a) (cf. figure.12, Introduction). Lors de la carence en phosphate, le géne
GPT2 (au contraire de GPT1 et a linstar de nombreux génes codant pour des
PAPs) est induit dans les plantules d’Arabidopsis thaliana (Misson et al., 2005;
Morcuende et al., 2007). Cette induction de GPT2, qui mériterait a lI'avenir d’'étre
vérifiée au niveau fonctionnel sur vacuoles isolées, s’insere parfaitement dans
notre schéma explicatif ou le translocateur servirait a approvisionner la PAP
vacuolaire en esters phosphoriques. Il convient d’étre prudent quant aux
extrapolations de ces expériences in organello aux situations in vivo. En effet,
nos tests sur vacuoles isolées ont eté effectués avec des concentrations
optimales en G6P et PEP (5mM) qui excedent les Km mesurés in vitro pour
I’échangeur plastidial de la racine de pois (environ 0,7-1,1 mM pour le G6P et 2,9
mM pour le PEP)(Kammerer et al., 1998). De plus, dans les pointes de racines de
mais, la teneur en PEP est 40 fois plus faible que celle du G6P (Brouquisse et al.,
2001). Il est donc possible qu’in vivo la compétition entre les deux substrats soit
largement en faveur du G6P. Notons néanmoins que, par la méthode de
fractionnement anhydre, des traces de G6P et de PEP ont été détectées dans le
compartiment vacuolaire de tubercules de pomme de terre (correspondant a des
concentrations de 0,01 a 0,06 mM, (Farré et al., 2001; Farré et al., 2008) et
dans les feuilles de tomate (Dieuaide-Noubhani, communication personnelle). Ce
résultat, qui ne remet pas en cause le transport de ces métabolites dans la
vacuole, pourraient s’expliquer par un controle cinétique porté majoritairement

par |'étape de transport par rapport a I'activité hydrolytique.

VI.C. LE TRANSPORT DES HEXOSE-Pi, UNE ETAPE LIMITANTE ?

Il est a noter que l'activité G6P- et PEP-phosphatase mesurée sur vacuoles
intactes est inférieure a celle mesurée sur les vacuoles lysées a pH 5,5. Ainsi,
I'activité phosphatase sur vacuoles intactes ne représente que 26% de l'activité

totale sur G6P et 12% en présence de PEP. On peut donc émettre I'hypothese
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d’un fort contréle exercé par |'étape de transport des ester-phosphoriques. Nous
avons vu plus haut que la vitesse de déphosphorylation (et donc de transport)
dans les vacuoles de feuilles d'A.thaliana mesurée sur vacuoles intactes était de
120 nmol.min*.mg™* de protéines. Cette valeur est du méme ordre de grandeur
que la vitesse d’entrée de glucose (environ 50 nmol.mint.mg’ de protéines)
estimée a partir des cinétiques publiées par Wormit et al., 2006. Ceci fait de
I’échangeur G6P/Pi et de la G6Pase une voie potentiellement non négligeable
d'import de glucose dans la vacuole. Par extrapolation, il est possible d’estimer
I'activité spécifique de I'’échangeur G6P/Pi en rapportant ces valeurs a la masse
de tissu frais. Ainsi, en prenant des valeurs d’abondance de 3,4 % de protéines
vacuolaires dans les protéines totales et de 1,5 % de protéines dans 1 gramme
de poids frais, il est possible de calculer une activité spécifique d’environ 60
nmol.min*.g? MF dans les feuilles d’Arabidopsis. En comparaison, l'activité
spécifique de I’échangeur des plastes d’endosperme de mais, calculée selon le

méme principe (Kammerer et al., 1998), est d’environ 40 nmol.mint.g™* MF.
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CHAPITRE I

CALCULS DES FLUX DE SYNTHESE DES SUCRES
CHEZ Col0 ET LE MUTANT pAP26

I. OBJECTIFS

Ce chapitre a pour but de présenter les principaux résultats d’une approche de
marquage au *C sur du tissu racinaire en culture. Nous avons découpé ce
chapitre en trois parties: i) principe des mesures des flux par marquages
isotopiques sur temps courts. ii) effet du sucre externe sur les racines en culture
et sur les cinétiques d’incorporation de la radioactivité. iii) calculs des vitesses
de synthése et d’hydrolyse des sucres chez le sauvage et le mutant pap26. Cette
derniere partie permettra de conclure quant a la participation de la protéine

PAP26 a la synthése des hexoses au niveau cellulaire.
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Figure 38. Cinétique de marquage d’une série d’intermédiaires sur une voie métabolique linéaire
Etats isotopiques pré-stationnaire et stationnaire dans une voie métabolique ou A, B et C dérivent 'un de
lautre de facon simple, C’est-a-dire sans perte ni addition de marquage. (A) La quantité d’isotope marqué
présente dans chacun des intermédiaires augmente au cours de ’état pré-stationnaire puis se stabilise
lorsque I’état stationnaire est atteint. Dans le produit terminal, elle augmente de facon linéaire. (B) A I’état
stationnaire, les enrichissements spécifiques des intermédiaires deviennent égaux a celui du précurseur.
Celui du produit terminal reste inférieur et continue d’augmenter dans la mesure ou les quantités initiales,
donc non marquées, sont significatives.



II. MESURE DES FLUX PAR MARQUAGES ISOTOPIQUES

L'objectif de ce chapitre est de montrer comment l'analyse de cinétiques de
marquages isotopiques sur temps courts a I’état stationnaire métabolique permet
de calculer des vitesses unidirectionnelles (flux) dans une chaine linéaire de
réactions.

Dans un systéme exclusivement dynamique, les concentrations en métabolites
varient au cours du temps. Lorsqu’un traceur isotopique est rajouté dans cet
état, la taille des pools des métabolites et le marquage des métabolites doivent
étre estimés a chaque instant. L'interprétation des cinétiques de marquages fait
donc appel a la modélisation de I'évolution des concentrations et du marquage
des composés de la voie métabolique par des équations différentielles contenant
de nombreuses inconnues ce qui compléxifie sensiblement la résolution
mathématique (voir par exemple Colon et al (2010)). En revanche, si le traceur
isotopique est introduit dans le systéme lorsque les flux métaboliques et les
teneurs en composés intermédiaires sont constants (état stationnaire
métabolique), les équations isotopiques s’en trouvent grandement simplifiées car
les teneurs en métabolites sont fixes et seul I'enrichissement des molécules
meétabolites varie.

Sur un réseau de taille restreinte, les interconversions des sucres ne font pas
intervenir de remaniement intramoléculaire, nous avons écarté |'utilisation de
traceurs stables (**C) et avons décidé de travailler a partir de marqueurs
radioactifs uniformément marqués (**C) qui présentent l'avantage d’étre
détectables a de faibles concentrations lors d’études de cinétiques sur temps

courts ce qui limite la perturbation du systeme biologique.

II.A. EVOLUTION DE MARQUAGE AU COURS DU TEMPS

La figure 38 montre que, dans une voie métabolique linéaire a I'état stationnaire
métabolique, les intermédiaires se marquent les uns apres les autres. Aprés un
temps suffisamment long, le marquage des différents intermédiaires ne varie
plus et l'accumulation du marquage dans les produits terminaux des voies
étudiées se fait a vitesse constante ; on dit que I'état stationnaire isotopique est
atteint. Pour les atomes ou groupes d’atomes dérivant I'un de |'autre dans la voie

métabolique, le marquage total comme le marquage spécifique augmentent
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pendant la phase pré-stationnaire en fonction de I'ordre des composés dans la
voie métabolique. A I'état stationnaire, pour les groupes d’atomes dérivant du
précurseur par voie linéaire, la quantité de marquage incorporée est
proportionnelle aux quantités de composés analysées (Figure.38, A), tandis que
le marquage spécifique est identique a celui du précurseur (Figure.38, B). Ce
marquage spécifique est modifié par rapport a celui du précurseur dans le cas de
voies branchées et de recyclage. L'état stationnaire est atteint aprés un temps
variable selon le type cellulaire étudié : de l'ordre de quelques minutes chez les
bactéries, ce temps se compte en heures ou en jours chez les végétaux en
fonction du type de tissu en culture et de la nature du traceur utilisé. L'atteinte
de l'état stationnaire isotopique dépend directement du turnover du composé
considéré. Ce turnover étant défini par le rapport entre la valeur de la vitesse de
synthése ou de dégradation d'un composé donné et la taille du pool. Ainsi, plus
la taille du pool est importante et/ou plus la vitesse est faible, plus le temps pour
atteindre |'état stationnaire isotopique est retardé. La compartimentation
cellulaire peut également étre un facteur influengant la vitesse d’établissement
de cet état stationnaire. Si un composé intermédiaire est présent dans plusieurs
compartiments, plus la vitesse d’échange est faible et/ou plus la taille du pool
de ce composé dans le dit compartiment est élevée, plus I'état stationnaire

isotopique est long a atteindre.

I1.B. MARQUAGES SUR TEMPS COURTS

Les marquages sur temps courts permettent de quantifier des flux métaboliques.
Pour cela, la vitesse d'incorporation du marquage (dA*/dt) est mesurée dans les
composés d’intérét. Pourtant, il faut noter que la vitesse d'incorporation du
traceur n'est pas la vitesse de la réaction (ou flux). En effet, la vitesse
d'incorporation dépend de la vitesse de réaction mais aussi du marquage
spécifique du précurseur. La quantification du flux (dA/dt) d’aprés un marquage
radioactif implique donc la détermination de la radioactivité spécifique (RAS) du
précurseur : dA/dt = d(A*/RASs)/dt

La RAS étant définie par la quantité de radioactivité incorporée par mole de
composé. Expérimentalement, la mesure en continu de la radioactivité du

composé (A*) et de la radioactivité spécifique du précursseur (RASs) est

Il. MESURE DES FLUX PAR MARQUAGES ISOTOPIQUES
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Figure 39. Marquages sur temps courts des voies de synthé¢se et de dégradation du saccharose

A- Le cycle du saccharose dans une cellule végétale

UGPase : UDP-glc pyrophosphorylase ; FK : fructokinase ; HK : Hexokinase ; Inv : Invertase ; SPS :
saccharose-6-Pi synthase ; SuSy : saccharose synthase

B- et C-: Linéarisation schématique du cycle du saccharose lors d’un apport de fructose
radiomarqué (B) ou de glucose radiomarqué (C).



inaccessible. La détermination des vitesses passe donc par le calcul de la
quantité du composé A synthétisée au cours de chaque intervalle de temps en
tenant compte de I'laugmentation des dpm dans le composé (A*) et de la RAS
moyenne du précurseur S pendant le méme intervalle de temps (Alonso, 2003;
Alonso et al., 2007b). Dans notre exemple, I’équation précédente se traduit alors

de la maniére suivante :

A1) = A+ A%+ 1)-08% 1)/  RAS,

B Exemple du cycle du saccharose

Le figure 39 représente le cycle du saccharose, avec les enzymes de synthése
et de clivage du saccharose (SPS+SPase, Susy et invertase), les enzymes
d’interconversion des sucres phosphate (PGI, PGM, UGPase) et les kinases (HK et
FK). L'approche de marquage sur temps courts permet d’étudier ce cycle comme
une voie linéaire. Ainsi, I'ajout de fructose externe radiomarqué (cf. figure.39,
B) permet de suivre l'incorporation de la radioactivité dans les hexoses Pi, puis
le saccharose et enfin le glucose. Inversement, l'ajout de glucose externe
radiomarqué (cf. figure.39, C) permet de suivre lincorporation de la
radioactivité dans les hexoses Pi, puis le saccharose et enfin, le fructose.
L'utilisation de ces deux précurseurs exogenes permet donc d’étudier les voies de

synthése du glucose et du fructose intracellulaire.

B Synthése du saccharose

Lors d’'une cinétique de marquage, la radioactivité incorporée dans le saccharose
augmente au cours du temps a cause de l'activité de I'enzyme (e.g. la SPS et/ou
SuSy) et de l'augmentation de la RAS du précurseur. Dans le cas ou les
précurseurs du saccharose (UDPG, F6P, G1P, G6P) sont en échange isotopique
rapide, la vitesse unidirectionnelle de syntheése du saccharose est calculée a
partir de l'incorporation de la radioactivité dans le glucosyl du saccharose et de la
RAS du G6P selon la formule suivante:

dsaccharose/dt = d(dpmsaccharose X 0,5/RAScsp)/dt (cf. 11.B.). Dans la pratique,
la quantité de saccharose synthétisée au cours de chaque intervalle de temps est
donnée par la relation suivante : [saccharose]it+1) = [saccharose]t) +

(dpmsaccharose(t+1) — dpMsaccharose(t))/(RASGsP(t+1)+RASGeP(t)) (équation 1).

Il. MESURE DES FLUX PAR MARQUAGES ISOTOPIQUES
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Figure 40. Vitesse de consommation d’O2 des racines en fonction du temps de culture.

Les plantules sont cultivées jusqu’a 20 jours. A cette date, les racines sont séparées des parties aériennes
puis mises en culture dans le milieu de culture MS + 200mM de fructose (®) ou de glucose (0). La vitesse
de consommation en O2 a été mesurée par la méthode polarographique comme décrit dans matériel et
méthodes. Chaque mesure provient d’un mélange de 5 plantules. Moyennes et écarts types sont calculés
avec5=<n=<7.



B Synthése des hexoses

Selon le méme principe, il est possible de quantifier la vitesse de synthése des

hexoses. Dans ce cas, deux voies de biosynthese sont possibles :

a) Origine de I'hexose : hydrolyse du saccharose

Si I'on fait I'hypothése que la seule origine du glucose (lors de l'incubation sur
fructose) et du fructose (lors de lincubation sur glucose) est I'hydrolyse du
saccharose (via |'activité invertasique), le calcul de la vitesse unidirectionnelle de
synthese du glucose ou du fructose a partir du saccharose passe par la formule
suivante:

dhexose/dt = d(dpmhexose X 2/RASsaccharose)/dt

En pratique, la quantité de glucose ou de fructose synthétisée au cours de
chaque intervalle de temps est calculée selon la formule suivante:

[hexose](t+1) = [hexose](t) + (dpmhexose(t+1) — dpMmhexose(t)) X 4 / (RASsaccharose(t+1)

+ RASsaccharose(t)) (équation 2).

b) Origine de I'hexose : hydrolyse des hexoses Pi

Si I'on fait I'hypothése que la seule origine du glucose (lors de l'incubation sur
fructose) et du fructose (lors de l'incubation sur glucose) est I'hydrolyse des
hexoses-Pi correspondants (via I'activité hexose-6-phosphatase), le calcul de la
vitesse unidirectionnelle de synthése du glucose ou du fructose a partir des
hexoses-Pi passe par la formule suivante :

dhexose/dt = d(dpmhexose/RASGepr/)/dt.

En pratique, la quantité de glucose ou de fructose synthétisée au cours de
chaque intervalle de temps est calculée selon la formule suivante :

[hexose](t+1) = [hexose](t) + (dpmhexose(t+1) — dpmhexose(t)) X 2 / (RASGeP(t+1) +
RASGspP(t)) (équation 3).

ITIT. EFFET DU SUCRE EXTERNE SUR LES RACINES EN CULTURE

III.A. PREREQUIS : IDENTIFICATION DE L’'ETAT STATIONNAIRE METABOLIQUE

Une part importante du travail a consisté a cultiver les tissus racinaires excisés

en présence de 200 mM de glucose ou de fructose et de vérifier I'existence d’un

IIl. EFFET DU SUCRE EXTERNE SUR LES RACINES EN CULTURE
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Figure 41. Effet du sucre externe sur la croissance du tissu racinaire

Les plantules sont cultivées jusqu’a 20 jours ; a cette date, les racines sont séparées des parties aériennes
puis mises en culture dans le milieu de culture MS + 200mM de fructose (®) ou de glucose (0). ,
la pente calculée a partir des racines cultivées en présence de fructose, a partir de racines
cultivées en présence de glucose. Chaque mesure provient d'un mélange de racines issues de 10 plantules ;
les moyennes et écarts types sont calculés avec 4 < n < 5.
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Figure 42. Teneurs en sucres solubles (A) et en glucose-6-phosphate (B) du tissu racinaire en
fonction du temps de culture

Les plantules sont cultivées jusqu’a 20 jours. A cette date, les racines sont séparées des parties aériennes
puis mises en culture dans le milieu de culture MS + 200mM de glucose. Les teneurs en saccharose (O), en
glucose (@) et en fructose (®) ont été mesurées par HPLC et par dosage enzymatique comme décrit dans
matériel et méthodes. Chaque mesure provient d’un mélange de racines issues de 5 ou 10 plantules ; les
écarts moyens sont calculés selon n = 12 au minimum. La teneur en GO6P (O) a été mesurée par la

méthode enzymatique comme décrit dans matériel et méthodes. Chaque mesure provient d’un mélange de
racines issues de 5 ou 10 plantules ; les écarts moyens sont calculés selon n = 3.



état stationnaire métabolique sur ces deux substrats carbonés, en mesurant en

certains nombre de flux et d’intermédiaires métaboliques.

a) Consommation d'O,

Nous avons donc cultivé les racines en présence de glucose ou de fructose. Quel
gue soit le substrat, la vitesse de consommation d’oxygene (figure.40) reste
constante entre 1 et 3 jours de culture, a une valeur moyenne comprise 0,5 et
0,8 nmol 0,.mint.mgMS™. Ces valeurs sont par ailleurs trés proches des
respirations racinaires mesurées lors de la croissance des plantules (non
montré). On peut donc conclure que le métabolisme du tissu est globalement

stable au cours du temps quel que soit I'apport en sucre externe.

b) Croissance du tissu racinaire

Nous avons suivi la quantité de matiere séche acquise par les racines lors des
incubations, en présence de glucose ou de fructose externe (figure.41). Dans
les deux cas, les racines acquierent de la matiére, preuve que la culture de
racine est viable et en croissance méme si il est diffcicile a ce niveau de
discriminer croissance et division cellulaire. En présence de glucose externe, le
gain de matiere seche est de 10,6% en 24H. En présence de fructose, le gain est
plus important puisqu’il passe a 16% en 24H. En cing jours, la quantité de
matiere seche augmente de 32% en présence de glucose et de 46% en présence
de fructose externe (p<0,03). Il semblerait donc que le fructose soit plus
favorable a la croissance racinaire, sans que cela se traduise par une vitesse de

respiration significativement augmentée.

c) Evolution des teneurs en sucres des racines

Les trois principaux sucres solubles ont été dosés sur des racines en culture
pendant 24, 48 et 72H (figure.42, A) ainsi que le G6P (figure.42, B). Le G6P,
le sucre phosphate majoritaire des racines (Brouquisse et al., 1991; Alonso,
2003), est présent tout au long de cette cinétique a une concentration constante
d’environ 2,5 nmol.mgMS™. Le saccharose et le fructose sont constants sur la
durée de lincubation avec des concentrations respectives d’environ 18 et 7

nmol.mgMS™ respectivement. Le glucose s’accumule pour se

IIl. EFFET DU SUCRE EXTERNE SUR LES RACINES EN CULTURE m
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Figure 43. Vitesse de consommation du glucose par les racines en fonction du temps de culture
Les plantules sont cultivées jusqu’a 20 jours. A cette date, les racines sont séparées des parties aériennes
puis mises en culture dans le milieu de culture MS + 200mM de glucose. La vitesse de consommation du
glucose a été calculée a partir de la vitesse initiale de 'incorporation de [U-1#C]-glucose (a une RAS de 10 a
30 dpm / nmol) dans les racines en culture sur des temps courts (10, 20 et 40 min), comme décrit dans
matériel et méthodes. Chaque point est la pente * erreur a partir de 3 temps différents et 3 mesures par
temps.
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Figure 44. Cinétique d’incorporation de la radioactivité dans les racines en culture

Des racines sauvages sont mises a incuber en présence de 200 mM de [U-"C]-fructose (A) ou [U-'*C]-
glucose (B) a une RAS de 10 2 30 dpm.nmol-1. La radioactivité totale incorporée a été normalisée par
rapport a la RAS du milieu de culture. Le tracé en continu correspond a la régression non-linéaire des
points expérimentaux selon I'équation suivante : y = a*t/(b+t) + c*t. Chaque point est la moyenne * écart
type de 3 mesures faites sur chaque incubation.

Tableau.V. Vitesses de consommation des sucres externes

Les vitesses d’incorporation des sucres radiomarqués dans les composés totaux (A) et insolubles (B),
exprimées en umol hexoses.min'.gMS-!, sont calculées sur les premiers temps de lincubation (10 -
90min). Chaque valeur est la pente  erreur calculée a partir de 3 a 5 temps différents et 3 mesures par
temps. : p < 0,05 vs. Col0 ; # : p < 0,05 vs. [U-1*C]-glu

v [T : 2 [T

Col0 1,01 £ 0,14 |1,25+ 0,254 | | Col0 0,09 £0,03 [0,22 £ 0,034
pap26 1,37 £ 0,10*% | 1,37 £ 0,14 pap26 0,11 £ 0,06 0,190,014




concentrer a8 110 nmol.mgMS™, soit un gain de 70% en 72H (Jo vs. J3: p <
0,01).
d) Consommation du glucose

La vitesse de consommation du glucose a été mesurée par l'incorporation sur
temps courts de glucose radioactif dans le tissu racinaire. La figure 43 montre
une valeur sensiblement identique a 24, 48 et 72 H, avec une valeur moyenne
d’environ 1,25 nmol.mint.mg* MS, confirmant ainsi la stabilité de la vitesse de
respiration au cours de la culture. Il est a noter qu’il n‘a pas été possible de
déterminer ce flux par la mesure de la disparation du sucre dans le milieu de
culture a cause de sa trop forte concentration initiale et du phénomeéne
d'évaporation du milieu par un apport d‘air humide.

Suite a ces expérimentations, nous avons choisi de cultiver les racines en
présence de glucose ou de fructose avant de procéder aux marquages. Sur les
pointes de racines de mais il avait été observé une perturbation due au stress
coupure, essentiellement sur les quatre premieres heures (Alonso, 2003). Afin de
s’affranchir de ce probleme les racines ont été incubées 24H aprés la mise en

culture avant de procéder aux expériences de marquage.

I11.B. EFFET DU SUCRE EXTERNE SUR LES CINETIQUES DE MARQUAGE DES
COMPOSES TOTAUX, SOLUBLES ET INSOLUBLES CHEZ LE SAUVAGE

Les composés solubles se composent des sucres, des acides aminés et des acides
organiques majoritairement ; les composés insolubles de la paroi, des protéines,

de I'amidon et des lipides majoritairement.

a) Incorporation de la radioactivité dans les racines

L'efficacité d’incorporation de la radioactivité dans les racines est dépendante de
la nature du sucre externe (figure.44). En présence de fructose, la quantité de
radioactivité incorporée dans les tissus racinaire atteint environ 1000 dpm.mgMS~
124 H aprés le début de l'incubation (figure.44, A). Dans les mémes conditions
mais avec le glucose, l'incorporation de la radioactivité totale est de 600
dpm.mgMS™?, soit un rendement inférieur de 40%. Quel que soit le précurseur,

on observe une cinétique biphasique de l'incorporation totale de la radioactivité
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Tableau.VI. Comparaison du métabolisme des racines en présence de fructose ou de glucose
externe

Les calculs de flux ont été faits a partir des données des figures 40 et 41 pour la consommation d’oxygene et
la croissance, respectivement, en prenant un rapport ME/MS égal 2 10 et identique sur les deux substrats,
un rapport CO2/Oz de 1 (Alonso, 2003), et une teneur en carbone dans la biomasse égale a 40%. La
vitesse initiale de consommation de chacun des hexoses a été calculée a partir de la figure 44.

Fructose Glucose
Vitesse de croissance (jour'l) 0,13%0,02 0,070,006
Croissance (umol équiv. hexose.min’lgMS'l) 0,49+0,08 0,27+0,03
vitesse de respiration (umol Oz.min’lgl\/l FY 0,61+ 0,08 0,62 +0,17
Respiration (umol équiv. hexose.min’lgMS'l) 1,0+0,13 1,0+£0,28
Croissance + respiration (umol équiv. Hexose.min’l.gMS’l) 1,49+0,21 1,27+0,31
Vitesse de consommation des hexoses (umol.min.gMS™)  [1,25 + 0,25 1,01 +0,14
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Figure 45. Cinétique d’incorporation de la radioactivité dans les composés insolubles et solubles
des racines en culture

Des racines sauvages sont mises a incuber en présence de 200 mM de [U-"C]-fructose (A) ou [U-'“C]-
glucose (B) 2 une RAS de 10 2 30 dpm/nmol. La radioactivité incorporée dans les composés solubles (®)
et insolubles (0), a été mesurée apres extraction éthanolique comme décrit dans matériel et méthodes puis
normalisée par rapport a la RAS du milieu de culture. Les tracés en continu correspondent aux régressions
linéaire et non-linéaire des points expérimentaux selon les équations suivantes : y = a*t/(b+t) + c*tety =
a*t. Chaque point est la moyenne * écart type de 3 mesures faites sur chaque incubation.
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Figure 46. Part de la radioactivité incorporée dans la fraction insoluble par rapport a la

radioactivité totale
Les pourcentages sont calculés a partir des données des figures 44 & 45 en présence de [U-14C]-fructose

(0) et de [U-14C]-glucose (@)



chez le Col0: une incorporation rapide de la radioactivité suivie d’un
ralentissement, que I'on peut approximer a une incorporation quasi-linéaire. Le
tableau V montre que la vitesse de consommation du sucre, calculée a partir de
la vitesse initiale d’incorporation de la radioactivité, est significativement plus
forte en présence de fructose qu’en présence de glucose, notamment pour les
composés insolubles. Ces valeurs sont corroborées par lI'estimation de la
consommation d’hexoses liée a la croissance et a la respiration (tableau.VI). En
outre, on peut constater que le rendement de croissance est relativement faible
sur les deux substrats, seulement 20 et 30% des hexoses consommés sont
incorporés dans la biomasse sur fructose et glucose, respectivement. Ce
rendement est plus faible que celui qui a été mesuré sur les pointes de racines de
mais en culture en présence de 60 mM de glucose, ou il atteignait 50% (Alonso,
2003). Cela peut s’expliquer par le fait que les pointes de racines présentaient
essentiellement des cellules en division alors que dans le cas de la culture de

tissu racinaire, les cellules sont différenciées.

b) Incorporation de la radioactivité dans les composés solubles et

insolubles

La figure 45 représente la répartition de la radioactivité entre les composés
solubles (pour rappel: sucres, acides aminés et acides organiques
principalement) et insolubles (pour rappel : paroi, protéines, amidon et lipides
principalement). A la maniére du profil d'incorporation de la radioactivité totale
dans les racines (cf. figure.44), la cinétique de marquage de la fraction soluble

(figure.45, ®) est également biphasique. Ce profil particulier n’est pas visible
pour la fraction insoluble (figure.45, ©) ou l'incorporation de la radioactivité

dans les composés insolubles suit une cinétique quasi-linéaire, avec une vitesse
d’incorporation environ 1,5 fois plus rapide en présence de fructose par rapport
au glucose. Cette différence est en accord avec le facteur 1,5 observé entre les
vitesses de croissance respectives des racines (cf. tableau.VI). Nous constatons
gu’en début de marquage, les composés insolubles représentent une faible
proportion du marquage total ; en revanche ces composés se marquent
rapidement et atteignent ~20% du marquage total au bout de 4,5H (270
minutes). Cette observation est valable a la fois pour le fructose et le glucose

externe (figure.46). A 24H (1440 minutes), les composés insolubles ne
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Figure 47. Part de la radioactivité incorporée dans les fractions neutre (A), cationique (B) et
anionique (C) par rapport a la totalité des composés solubles

Les composés solubles, issues des incubations en présence de [U-14C]-fructose (O) et de [U-1*C]-glucose

(®) externe, ont été séparés par des résines anioniques et cationiques comme décrit dans Matériel et
Méthodes. Les pourcentages ont été calculés a partir des radioactivités incorporées dans les fractions
neutre (sucres totaux), cationique (acides aminés, AA) et anionique (acides organiques, AO). Chaque point
est la moyenne T écart type de 3 mesures faites sur chaque incubation.

Tableau.VII. Contamination du marquage intracellulaire par le sucte exogéne

La radioactivité contaminante, exprimée en dpm.gMS-! et normalisée par rapport a la RAS externe, a été
mesurée en plongeant les racines pendant quelques secondes en présence de [U-14C|-fructose et de [U-
14C]-glucose externe a une RAS de 10 a 30 dpm.nmol-!. Chaque valeur est la moyenne F écart type d’au
moins 10 mesures faites sur 3 a 4 incubations indépendantes.

dpm.mgMs™*
[U-"*C]-glucose | 0,83 +0,26
[U-"*C]-fructose | 0,86 + 0,42




gue 30% du marquage final. Ces résultats confirment d’une part que les
composés insolubles dérivent directement des composés solubles et, d'autre part
qgue le marquage selon une cinétique biphasique des composés solubles traduit
probablement que certain métabolites sont marqués trés rapidement, tandis que

d’autres se marquent avec un retard.

c) Incorporation de la radioactivité dans les sucres, les acides
organiques et les acides aminés

Le marquage de ces composés se comporte de la méme maniéere quel que soit le
sucre (glucose ou fructose) présent dans le milieu externe. A partir des
composés solubles, nous avons séparé la fraction neutre, comprenant
essentiellement les sucres, la fraction anionique, riche en acides organiques et en
esters phosphoriques, et la fraction cationique, renfermant les acides aminés.
Parmi les composés solubles, les sucres (glucose, fructose et saccharose) sont
ceux qui se marquent le plus vite puisqu’ils représentent environ 60% des
composés marqués aprés 20 minutes d’incubation (figure.47, A). A partir de 20
minutes, le pourcentage des sucres marqués dans la fraction soluble diminue
rapidement pour se stabiliser a 40%. En revanche, quel que soit le sucre présent
a l'extérieur, le marquage des acides aminés et des acides organiques est faible
en début d’incubation (moins de 5% a 20 minutes) puis augmente
progressivement pour se stabiliser a 15% au bout de 4H30 (270 minutes) pour

les acides organiques et a 30% pour les acides aminés (cf. figure.47, B & C).

ITI.C. CINETIQUES DE MARQUAGE DES SUCRES SOLUBLES

Aprés séparation des sucres solubles par HPLC (voir matériel et méthodes), nous
avons déterminé la radioactivité incorporée dans le saccharose, le glucose et le
fructose endogene. Comme précédemment, pour chaque expérience, nous avons
normalisé la quantité de radioactivité par la RAS du précurseur du milieu
d’incubation. A noter qu’en présence de glucose et de fructose, respectivement,
les marquages du glucose et du fructose interne sont initialement trés élevés
(non montré). Nous avons émis |I'hypothése que les racines pouvaient étre
contaminées par le sucre externe malgré plusieurs rincages (milieu froid + eau
glacée). Cependant, des marquages sur des temps trés courts (quelques
secondes) ont montré que la contamination ne pouvait pas excéder 1dpm.mgMS’

! (tableau.VII). 1| est donc possible que la forte concentration en sucre externe
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Figure 48. Cinétique d’incorporation de la radioactivité dans les sucres solubles de la lignée Col0
Les sucres ont été purifiés par HPLC a partir de la fraction neutre provenant d’extraits de racines cultivées
en présence de [U-1“CJ-glucose (A) et (C) ou de [U-1C]-fructose (B) et (D), comme décrit dans matériel et
méthodes, et la radioactivité incorporée dans le saccharose (A, B), le fructose (C) et le glucose (D) a été
normalisée par la RAS du précurseur. Chaque point est le résultat d’une mesure.
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Figure 49. Evolution de la RAS du glucosyl et du fructosyl du saccharose

La RAS du glucosyl et du fructosyl du saccharose est déterminée en présence de [U-14C]-Glucose (®) et
de [U-14C]-Fructose (0) a partir d’invertase commerciale. Chaque point est la moyenne & écart type de 2
ou 3 mesures sur 2 incubations indépendantes.



favorise une entrée rapide du précurseur dans la racine excisée par la voie
apoplastique et/ou symplastique (Saftner et al., 1983; Etxeberria et al., 2005) ce
qui conduit a un marquage rapide du pool de sucre cytoplasmique et/ou
vacuolaire (Etxeberria et al., 2005). L'analyse du marquage du glucose et du
fructose intracellulaire a partir de glucose et de fructose exogéne,
respectivement, ne s’entend que si l'on s’intéresse aux échanges entre
compartiments (extérieur vs. cytoplasme ou cytoplasme vs. vacuole). Les
marquages du glucose et du fructose ne peuvent étre analysés lorsque l'on
marque respectivement avec du glucose et du fructose car ils traduisent avant
tout I'entrée des sucres dans les racines. La figure 48 représente les cinétiques
d’incorporation de la radioactivité dans les sucres solubles chez la lignée sauvage
Col0. Pour chaque sucre, on distingue une phase rapide de marquage, suivie d'un
ralentissement puis d’un plateau. On peut remarquer que quel que soit le temps
d’incubation, la radioactivité incorporée dans le saccharose est environ deux fois
moins importante en présence de glucose comparé au fructose (cf. figure.48, A
vs. B). Le marquage du glucose interne en présence de fructose (cf. figure.48,
D) est, la aussi, environ deux fois plus efficace que le marquage du fructose
interne en présence de glucose (cf. figure.48, C). Ces résultats tendent a
confirmer nos résultats précédents qui concluaient a une préférence métabolique

des racines pour le fructose vis-a-vis du glucose comme source de carbone.

ITI.D. ANALYSE DU MARQUAGE DU SACCHAROSE

La part de radioactivité portée respectivement par les résidus glucosyl et
fructosyl du saccharose a été déterminée en fonction du temps d’incubation, en
présence de glucose et de fructose comme précurseur. La figure 49 démontre
que les résidus fructosyl et le glucosyl sont marqués a environ 50% quel que soit
le temps d’incubation (du moins a partir de 20 min) et quel que soit le
précurseur. En se basant sur ce résultat, deux conclusions importantes peuvent
étre tirées : i) Sur les deux substrats carbonés, la SuSy (qui condense un UDPG
et un fructose) ne participe pas significativement au marquage du saccharose par
rapport a la SPS (qui condense un F6P et un UDPG). Si cela avait été le cas, un
déséquilibre de marquage se serait produit en début de cinétique, en faveur du
glucosyl en présence du glucose externe (a cause de la dilution opérée par la

SuSy a partir du fructose intracellulaire froid) et en faveur du fructosyl en
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Figure 50. Cinétique d’évolution de la radioactivité spécifique (RAS) du G6P
La RAS du GO6P est mesurée sur 24H, (A) en présence de [U-"*C|-Glucose et (B) [U-“C]-Fructose. n =4 2a 8. La
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Figure 51. Cinétique d’évolution de la radioactivité spécifique (RAS) des sucres solubles de lignée Col0
Les sucres ont été purifiés par HPLC a partir de la fraction neutre provenant d’extraits de racines cultivées en
présence de |U-"Cl-glucose (A) et (C) ou de [U-'*C]-fructose (B) et (D), comme décrit dans matériel et
méthodes, et la radioactivité incorporée dans le saccharose (A, B), le fructose (C) et le glucose (D) a été
normalisée par la RAS du précurseur et a la teneur respective en chacun des sucres. Chaque point est la moyenne
de 3 mesures au minimum par incubation (n = 3 a 6).



présence de fructose externe (a cause de l|'entrée directe de fructose chaud
opérée par la SuSy). ii) Sur les deux substrats carbonés, la PGI, la PGM et
I'UGPase catalysent un échange rapide de la radioactivité entre les hexoses
phosphates et les sucres nucléotidiques, c’est-a-dire entre le G6P, le F6P, le G1P
et 'UDPG, aboutissant alors a un marquage quasi-identique des deux résidus du

saccharose.

IV. CALCUL DES VITESSES DE SYNTHESE DES SUCRES

Selon le principe présenté en début de chapitre (cf. I1.B.), le calcul des vitesses
de synthése du saccharose et des hexoses n’est possible qu’a la condition de
connaitre la RAS du précurseur directe du sucre. Nous venons de voir que le
G6P, le F6P, le G1P et I'UDPG sont a I'équilibre isotopique dés les 20 premieres
minutes de la cinétique, pour cette raison nous utiliserons dans nos calculs le

G6P comme précurseur du saccharose.

IV.A. DETERMINATION DE LA RAS DES SUCRES

Afin de suivre plus précisément l'incorporation de la radioactivité dans ces
sucres, nous nous sommes intéressés a la quantité de radioactivité incorporée
par mole de composé (RAS). Le G6P se marque a 100% en présence de fructose
et a 80% si le sucre présent a I'extérieur est du glucose (figure.50). La capacité
de marquage est de 100% pour les pools intracellulaires de saccharose, de
glucose et de fructose (figure.51). Ainsi, quel que soit le précurseur exogene,
au bout de 24H de culture, la RAS du saccharose tend vers une valeur de 2
dpm.nmol?, alors que celle du glucose et du fructose tend vers
1 dpm.nmol™? (figure.51). Il n’existerait donc pas de pool de sucre soluble non
accessible au précurseur. Cette situation différe singulierement d’autres modéles
de tissus en culture in vitro, par exemple les pointes de racines de mais (Alonso,
2003) pour lesquels les pools de glucose n’étaient marqués qu’a hauteur de
70%. Un autre fait marquant concerne le saccharose qui semble également se

marquer plus vite en présence de fructose externe.

IV.B. VITESSES UNIDIRECTIONNELLES DE SYNTHESE DU SACCHAROSE ET DES
HEXOSES CHEZ LE SAUVAGE

a) Synthése du saccharose
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Tableau VIII: Calculs des flux de synthése des sucres chez Col0.

Les vitesses initiales de synthése des sucres ont été calculées a partir des régressions non linéaires de la
Signre 52, 1.e. le flux de la SPS (175ps) a partir de [saccharose] = f(temps), le flux maximal des invertases
(Vmaxinyae) a partir de |glucose] ou [fructose] = f(temps) (fignres.52 C et D, respectivement) et, le flux
maximal des hexosePases (I/maxt.ra:) a particr de [glucose] ou [fructose] = f(temps) (figure.52 A et B,
respectivement). Enfin, le flux des hexosePases a été calculé a partir de la formule suivante : Ipepue =
Vmaxtiopase x (VmaxinyvassV sps)/ V maxiniass). On patt de Phypothese que le flux de SPS est rendu uni-
directionnel par la S6Pase et que Iactivité de la SuSy est négligeable. Les flux sont exprimés en pmol.min-
Lo MS. Les écart-types sont calculés a partir des régressions sous le logiciel Kaleidagraph.

g 0Se 0Se
Flux SPS 0,113+ 0,026 | 0,400+ 0,140
Flux max Invertases (si flux Hexose6Pases = 0) 0,247+ 0,025 | 0,941+ 0,044
Flux max Hexose6Pases (si flux invertases = 0) 0,097+ 0,011 | 0,235+ 0,054
Flux Hexose6Pases (Viexpase) 0,052+ 0,006 | 0,129+ 0,028
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Figure 52. Cinétiques de synthése des sucres chez Col0

Les quantités de saccharose, de glucose et de fructose synthétisées ont été calculées en présence de |U-
14Cl-glucose (A & C) et de [U-"C|-fructose (B & D) en utilisant les données des figures 50 et 571, et les
équations 1, 2 et 3 détaillées dans le texte. En noir (®) la synthese du saccharose a partir des hexoses Pi,

en blanc (O) la synthese du fructose (C) ou du glucose (D) a partir du saccharose, et en gris (@) la
synthése du fructose (A) ou glucose (B) a partir des hexoses Pi. Le tracé en pointillés correspond a la
régression non-linéaire des points expérimentaux selon I’équation suivante : y = a*t/(b+t). Chaque point
est la moyenne * écart type de 3 déterminations au minimum.



Nous avons vu en introduction de ce chapitre, le formalisme qui permet, a partir
de cinétigues de marquage, de calculer les vitesses unidirectionnelles d’une
réaction dans un réseau linéaire. La figure 52 (C et D) représente les courbes
d’évolution de la synthése du saccharose a partir du G6P (calculée a partir de
I'’équation 1). On peut noter que la synthése suit une cinétique bi-phasique avec
une augmentation, suivie d’un ralentissement puis d'un plateau. En début, la
cinétique rend essentielement compte de la synthése du saccharose avec une
perte de marquage trés faible due a une RAS du saccharose faible. Cela traduit
une faible perte du marquage par les réactions de dégradation. En revanche,
dans la deuxieme phase de la cinétique, la courbe s’infléchit en méme temps que
la RAS du saccharose augmente. Il est remarquable que la cinétique de synthése

du saccharose est plus rapide sur fructose que sur glucose (figures 52, C vs. D ;
ronds noirs ®). Les pentes initiales, qui correspondent au flux a travers la SPS et

la S6Pase, sont égales a 0,113 et 0,400 pmol.mint.g' MS sur glucose et

fructose, respectivement (cf. tableau.VI).

b) Synthese des hexoses a partir du saccharose via l'invertase

La figure 52 (C et D) représente la synthése du glucose et du fructose a partir
du saccharose, calculées a partir de I'équation 2 en faisant I'hypothése que la
seule origine des hexoses est le saccharose. La encore, la cinétique de synthese
du fructose sur glucose externe est moins rapide que la cinétique de synthése du

glucose sur fructose (cf. figures 52, C vs. D ; ronds blancs ©O). En effet, la

vitesse de synthése du fructose est d’environ 0,25 pmol.min-1.gMS™* alors que
celle du glucose est d’environ 0,95 pmol.min-1.gMS™, soit une différence d’un
facteur 3 (tableau.VIII).

c) Synthése des hexoses a partir des hexoses-phosphates

La figure 52 (A et B) représente la synthese des hexoses a partir des hexoses-
Pi, calculée a partir de I'équation 3 en faisant I'hypothése que les hexoses
proviennent uniquement des hexoses-Pi. La encore, la cinétique de synthése du
fructose a partir du F6P (glucose externe) est moins rapide que la cinétique de
synthése du glucose a partir du G6P (fructose externe)(cf. figures 52, A vs. B ;

ronds gris ®). En effet, la vitesse de synthese du fructose est d’environ 0,1

pumol.mgMS™ alors que celle du glucose est d’environ 0,24 pmol.mgMS™, soit une
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Tableau IX : Calculs des flux de synthése des sucres chez le mutant papZ26.
Les vitesses initiales de synthese des sucres, exprimées en umol.min-1.g-1 MS, ont été calculées comme

décrit dans le tableau VI.

Flux SPS 0,178+ 0,027 0,367+ 0,049
Flux max Invertases (si flux Hexose6Pase = 0) 0,213+ 0,013 0,667+ 0,079
Flux max Hexose6Pases (si flux invertases = 0) 0,104+ 0,009 0,235+ 0,037
Flux Hexose6Pases (Vyexpase) 0,017+ 0,002 0,129+ 0,015
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Figure 53. Teneurs en sucres dans les racines en culture de Col0 et du mutant pap26.

Les sucres ont été purifiés par HPLC a partir de la fraction neutre provenant d’extraits de racines cultivées
pendant 1 a 1,5 jour en présence de glucose (A) ou de fructose (B). Chaque valeur est la moyenne * écart
type de 12 a4 18 mesures sur 3 incubations indépendantes.
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Figure 54. Teneur en GGP dans les racines en culture de Col0 et du mutant pap26
Les concentrations en GOP sont celles mesurées sur des extraits éthanoliques, comme décrit dans Matériel
et Méthodes, provenant de racines mises en culture pendant 1 a 1,5 jour. Chaque valeur est la moyenne

+/- écart typede 12 mesures sur 3 incubations indépendants.* : p < 0,02 vs. Col0; #: p < 0,05 vs.

glucose.



différence de 60% (cf. tableau.VIII).

Deux faits marquants sont clairement visibles sur la figure 52 (C et D) : i) sur
glucose, la synthése du fructose a partir du saccharose est beaucoup plus rapide
gue la synthése du saccharose (ronds vides (o) vs. ronds pleins (e), figure.52,
C) et ii) sur fructose, la synthése du glucose a partir du saccharose est
également beaucoup plus rapide que la synthése du saccharose (ronds vides (o)
vs. ronds pleins (o), figure.52, D). Or, a |'état stationnaire et si les hexoses
avaient pour seule origine le saccharose, ces cinétiques devraient étre
superposables. Ces faits mettent donc en évidence qu’il existe dans les racines
en culture une voie de synthése des hexoses qui ne passe pas par les invertases.
A partir des vitesses initiales consignées dans le tableau VIII, on peut estimer
que 54 et 57 % ((Vmaxiases-Vsps)/VMaxinvases)) de la radioactivité incorporée
dans le fructose et le glucose, respectivement, ont une autre origine que le
saccharose (tableau.VIII). Si l'on appligue ces pourcentages aux pentes
initiales des cinétiques de synthese du fructose et du glucose a partir des
hexoses Pi, on obtient des valeurs de flux a travers les hexoses-6-phosphatases
de 52 et 129 nmol.mint.gMS? sur glucose et fructose, respectivement
(tableau.VIII).

IV.C. VITESSES UNIDIRECTIONNELLES DE SYNTHESE DU SACCHAROSE ET DES
HEXOSES PAR LA METHODE DISCRETE CHEZ LE MUTANT PAP26

a) Vitesse de consommation des sucres et teneur intracellaire en
sucres solubles

Les racines excisées du mutant pap26 ont été mises en culture in vitro dans les
mémes conditions décrites plus haut pour le sauvage, soit en présence de 200
mM de glucose ou de fructose. Nous avons calculé les vitesses de consommation
des sucres externes pour le mutant pap26 (cf. tableau.V). Le seul fait notable
est que le mutant présente une vitesse de consommation des sucres plus rapide
qgue le Col0 sur glucose (p < 0,05). En revanche, sur fructose, la différence n’est
pas significative. Dans ces conditions de culture, les racines du mutant pap26 et
du sauvage Col0 ne présentent pas des teneurs en sucres significativement
différentes (figure.53) mais les concentrations en G6P varient. Sur glucose, le
mutant pap26 accumule 13% de G6P de plus que le Col0 (p < 0,10), sur
fructose, le gain est de 40% chez le mutant pap26 (p < 0,05) (figure.54). Cette
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Figure 55. Flux d’interconversions des sucres sur Col0 (A) et pap26 (B)

Les flux sont extraits des fableanx 171l et IX. On part de Thypothése que le flux de SPS est rendu uni-
directionnel par la S6Pase et que Iactivité de la SuSy est négligeable. Les flux sont exprimés en pmol.min-
Lo MS, en bleu les flux calculés en faisant entrer du glucose, en rouge, du fructose.



augmentation du G6P pourrait effectivement traduire une diminution de la

vitesse d’utilisation des hexoses Pi chez le mutant papZ26.

b) Vitesses de synthéses du saccharose et des hexoses

Les cinétiques de syntheses des sucres ont été générées comme décrit plus haut
pour le sauvage (cf. figure 50), en utilisant les cinétiques d’incorporation de la
radioactivité dans les sucres et la RAS du saccharose et du G6P (non montré).
Les résultats des calculs de vitesses initiales sont présentés dans le tableau IX.
Quel que soit le précurseur, le flux a travers la SPS est inférieur a la vitesse
maximale de synthese du fructose et du glucose (0,178 vs. 0,213 et 0,367 vs.
0,667 nmol.min*.mg* MS sur glucose et fructose, respectivement). Ces résultats
montent que chez le mutant une part de la radioactivité des hexoses ne provient
pas du saccharose (16,4% et 45% sur glucose et fructose, respectivement).
Néanmoins, ces pourcentages sont inférieurs a ceux calculés pour Col0 (54 et
57% respectivement) ce qui suggéere que le mutant est affecté dans la synthése
des hexoses. Ainsi, chez le mutant, le flux de la F6Pase et de la G6Pase est égal
a 0,129 et 0,017 nmol.min*.mg™ MS sur glucose et fructose, respectivement (cf.
tableau VII).

c) Comparaison des cartes de flux de ColQ vs. pap26

A partir des données du tableau VIII et IX, il est possible de dessiner la carte
de flux sur les deux sources de carbone, a la fois chez le sauvage et chez le
mutant pap26 (figure.55, A & B, respectivement).

Chez le sauvage, on peut remarquer que sur glucose et fructose, respectivement,
le cycle du saccharose concerne environ 15% (113/1000*100) et 30%
(400/1255*100) des hexoses consommés par les racines a |'état stationnaire.
Enfin et c’est le plus important, sur glucose, le cycle du F6P concernerait
environ un tiers (52/(52+113)*100) du fructose synthétisé, alors que sur
fructose, le cycle du G6P représenterait environ un quart (129/(129+400)*100)
du glucose synthétisé a I'état stationnaire.

Chez le mutant pap26, le cycle du saccharose n’est pas significativement modifié
par rapport au sauvage : il concerne environ 13% (178/1370*%100) et 27%
(400/1370*100) des hexoses consommeés par les racines a I'état stationnaire. En
revanche, le mutant pap26 présente un flux F6Pase diminué de presque 66% sur

glucose comparé au sauvage alors que le flux G6Pase ne diminue que de 15% sur
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fructose. Cette diminution des cycles des hexoses Pi chez le mutant est en
accord avec lI'augmentation de la teneur en G6P mesurée sur ces mémes racines.
Cependant, I'établissement d’un lien entre la valeur des flux et la concentration
en ce métabolite intermédiaire est ici biaisé par la méthode de calcul. En effet,
comme il a été évoqué dans l'introduction de ce chapitre, I'utilisation du glucose
externe ne nous donne pas acces au flux G6Pase, et l'utilisation du fructose

externe, au flux F6Pase.

V. DISCUSSION

V.A. LE CYCLE DES HEXOSE-PHOSPHATES

Dans ce chapitre, nous avons mis au point un systeme de culture de tissu
racinaire in vitro adapté a des marquages isotopiques a l'état stationnaire
meétabolique. L'utilisation de glucose ou de fructose comme seule source de
carbone, méme si notre modeéle est éloigné des conditions physiologiques, a
I'avantage de mettre en évidence les interconversions entre les hexoses et le
saccharose. De plus, contrairement a ce qui a pu étre observé sur les pointes de
racines de mais (Alonso, 2003) et sur le péricarpe de tomate (Henri, 2008), la
totalité des pools de sucres (saccharose, fructose, glucose et G6P) se marquent
presque a 100% quel que soit le précurseur, ce qui fait des racines d’Arabidopsis
thaliana un modele performant de marquage. L'analyse du marquage des résidus
glucosyl et fructosyl du saccharose suggere un équilibre rapide des hexoses-Pi et
une faible activité de la sucrose synthase (SuSy). Ceci vient probablement du fait
que les racines utilisent les hexoses (glucose ou fructose) et non pas le
saccharose comme sources de carbone (Bret-Harte and Silk, 1994). Le second
fait notable est que les racines possedent un métabolisme bien plus actif lorsque
la source de carbone externe est du fructose : vitesse de consommation d’hexose
plus forte et sans changement de la vitesse de respiration, ce qui se traduit par
une vitesse et un rendement de croissance plus élevés sur fructose.
Métaboliquement, I'incorporation de radioactivité dans les sucres est plus rapide,
avec notamment un flux calculé a travers la SPS environ 3 fois supérieur. Sur
glucose, le cycle du saccharose reste inférieur a ce qui a été mesuré sur la pointe
de racine de mais (15% vs. 44%) (Alonso et al 2003). Le fait nouveau apporté

par nos mesures est I'existence d’une voie de synthese du fructose et du glucose
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a partir des hexoses-Pi, qui a été mise en évidence sur les incubations en
présence de glucose et de fructose, respectivement. Ces cycles des hexoses-Pi
représenteraient entre un quart et un tiers de la synthése de ces hexoses. Enfin,
le mutant pap26, en dépit d’'une perte d’activité spécifique de plus de 80% sur
les racines, n’est affecté que de 15 a 66% pour les flux G6Pase et F6Pase,
respectivement. Ces résultats suggerent que la PAP26 n’est pas la seule
impliquée dans les cycles des hexoses-Pi. En effet, les 20% de lactivité
phosphatase acide restants pourraient étre responsables des flux résiduels de
ces cycles. La déficience de l'activité phosphatase acide se traduit par une
augmentation de la teneur en G6P, principalement lorsque les racines sont

cultivées en présence de fructose.

V.B. LIMITES DE L'APPROCHE

Les calculs de vitesse unidirectionnelle, dans ce travail, présentent des limites. La
principale limite repose sur le fait que les voies métaboliques étudiées sont
compartimentées. Or, nos calculs utilisent le marquage global d’'un composé et la
RAS globale de son précurseur, indépendamment de la compartimentation de
l'un et de l'autre. Dans des expériences de marquage, le précurseur peut se
trouver confiné a certains compartiments. C’est par exemple le cas du G6P
cytosolique qui sert de précurseur a la synthese de saccharose dans le cytosol.
Or notre approche ne permet pas de différencier le marquage du G6P
cytosolique, du G6P plastidial et éventuellement du G6P vacuolaire. La RAS du
précurseur (ici G6P) est donc surestimée ce qui fausse les calculs de vitesse.
Dans nos calculs de vitesse de synthése du saccharose, si la RAS du G6P est
surestimée, la vitesse de synthese sera, elle, sous-estimée puisque l'on divise
par une valeur (RAS du G6Ptotal) plus forte que la RAS du G6P cytosolique.
L'existence d’isoenzymes dans ces compartiments est également problématique.
En effet, I'approche ne permet pas de différencier le glucose ou le fructose
hydrolysé par les invertases acides (vacuole) ou neutres (cytosol). Elle ne
permet pas non plus de quantifier le recyclage du glucose et du fructose lorsque
les racines sont incubées en présence de glucose et de fructose externe,
respectivement. Les contraintes ne sont pas uniquement biologiques, la

technique elle-méme montre certaines limites. En effet, nos calculs se basent sur
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ne approximation d’un régime linéaire de vitesse unidirectionnelle (i.e. absence
de recyclage des produits de la voie) ; nous partons du principe que sur notre
intervalle de temps (inférieur a 90 minutes) les vitesses de synthése et
d’hydrolyse sont constantes. Expérimentalement, il est tres difficile d’obtenir des
données suffisamment fiables sur des intervalles de temps courts (moins de 10
minutes). C’est pour ces raisons que nous avons décidé de compléter cette étude
par une analyse des cinétiques de marquage de facon globale par une approche

de modélisation cinétique.
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CHAPITRE II

MODELISATION DE LA COMPARTIMENTATION ET
DU METABOLISME DES SUCRES DES RACINES EN
CULTURE

I - OBJECTIFS

Dans le chapitre précédent, nous avons réalisé des cinétiques de sucres marqués au
14C sur du tissu racinaire en culture. Dans ce chapitre, nous tenterons de modéliser
ces résultats expérimentaux pour calculer des flux d’interconversion des sucres.
Cette modélisation se fera en 3 étapes : i) la validation de |'état stationnaire
métabolique. ii) la validation du modele décrivant les cinétiques de marquage et iii)
I'analyse des cartes de flux, du contrGle cinétique (approche MCA) et du pouvoir

prédictif du modele retenu.
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II. INTRODUCTION

Notre objectif est de modéliser le métabolisme et la compartimentation des
sucres solubles dans les racines d’Arabidopsis thaliana en culture. Nous avons
choisi d’utiliser COPASI qui présente une interface graphique intuitive tout en
permettant de gérer de trés nombreux parameétres. En complément, COPASI
propose des outils d’optimisations et d’analyse de sensibilité accessibles. Lorsque
la modélisation repose sur la résolution d'un certain nombre d’équations
différentielles, on doit faire face au probléeme de I'unicité de la solution
mathématique ; c'est-a-dire qu’a partir de valeurs initiales différentes, les
solutions trouvées doivent obligatoirement converger vers la méme valeur. Dans
ce travail, nous avons pris la précaution de résoudre chacune des versions du

modéle en partant de valeurs initiales de variables allant de 10 & 10°.

III. CREATION ET UTILISATION DU MODELE

III.A. QUATRE VERSIONS DU MODELE DE DIFFERENTES COMPLEXITES

Nous analyserons 4 modéles différents notés de MO (modele 0) a M3 (modele

3) ; le MO étant le plus simple, le M3 le plus complexe.
B Modele 0

La base de modele est inspiré de celui crée en 2001 par Johan Rohwer, modifié
en 2007 (Rohwer and Botha, 2001; Uys et al., 2007) et accessible a partir du

site : http://jij.biochem.sun.ac.za/. Nous avons modifié ce réseau en

envisageant une seule entrée de précurseur (glucose ou fructose) et une seule
sortie au niveau du fructose-6-Pi (figure.56, M0). Le réseau de base ne
modélise pas la sortie des hexoses-Pi vers la synthese d’amidon, la synthese de
paroi ou la voie des pentoses-Pi. Il se compose de 9 réactions, 13 variables et 56

parameétres.
B Modele 1

Le modele 1 (M1) est en tout point identique au MO mais prend en compte le
transport des sucres et I'hydrolyse du saccharose dans la vacuole (figure.56,
M1). Premiére conséquence a cet ajout, le réseau passe de 9 a 12 réactions,
de 56 a 74 paramétres et de 13 a 23 variables. Trois transporteurs sont rajoutés

afin de pouvoir prendre en compte I'échange des sucres vacuolaires.

II. INTRODUCTION 125



fructose exogéne  glucose exogéne

vz Vi
v
Saccharose
V8 fructose  glucose
v7 v8
V5
v3
S6P
V6 HexP
vio
fructose exogene glucose exogéne
B v2 1
saccharose

fru_vac
+
glu_vac

fructose exogéne glucose exogene

saccharose °

— .
fructose _ glucose

sac_vac

fructose exogéne glucose exogéne

Ve
M3 v2 v1
Ve
vii saccharose

va fructose glucose
I, ve
V!
S6P
k{

\ V13bis /
Vi

sac_vac

G6P ou F6P

fru_vac
¥

glu_vac

Figure 56. Représentation schématique du réseau métabolique étudié dans les 4 versions du modéle

Le sucre entrant dans le systéme est au choix du glucose ou du fructose. Vlou 2 = flux d’entrée du sucre ; V3 = Hexokinase ; V5 = Fructokinase ; V6 = Saccharose
Phosphate Synthase ; V7 = Saccharose Phosphatase ; V8 = Saccharose Synthase ; V9 = Invertase neutre ; V10 = flux de sortie vers la glycolyse ; V11 = entrée/sortie du
saccharose dans la vacuole ; V15 = Invertase acide ; V16 = entrée/ sortie du glucose vacuolaire ; V17 = entrée / sortie du fructose vacuolaite ; V13 = entrée du GGP dans
la vacuole ; V13bis = entrée du FOP dans la vacuole V14 = GG6P phosphatase ; V14bis = FGP phosphatase.



B Modéle 2

Le modele 2 (figure.56, M2) se complexifie avec l'ajout de deux nouvelles
réactions comparé au M1, celle permettant I'entrée du G6P dans la vacuole et
celle hydrolysant le G6P en glucose plus phosphate (catalysé par la PAP
vacuolaire) dans ce méme compartiment. Cette version se compose de 14

réactions, 23 variables et 81 parameétres.
B Modele 3

Basé sur le modele 2, nous avons intégré la possibilité pour I'échangeur G6P/Pi
et la PAP de fonctionner a partir du G6P ou du F6P (figure.56, M3). Cette
derniere version se compose de 16 réactions, 24 variables et 83 parametres.

Les systemes d’équations différentielles de ces 4 versions du modéle sont

regroupés dans 'annexe S1.

II1.B. ETAT STATIONNAIRE D'UN SYSTEME EN CROISSANCE

Dans un modele de cellules ou de tissu en croissance a I'état stationnaire, il est
indispensable de tenir compte de la quantité de substrat carboné qui est
consommé pour maintenir les concentrations en métabolites intermédiaires
constantes pendant la division et le grandissement cellulaire (figure.57). Ces
flux, appelés flux d’expansion (Fexp), sont d’autant plus importants que la taille
des pools est importante et que la cellule se multiplie rapidement. Pour chaque
intermédiaire Sn, a I'état stationnaire :

daX 1
Fexpsn = U X [Sn] : Avec UZTXE
Ou: u est le taux de croissance, X, la quantité de biomasse et [Sn], la
concentration en intermédiaire Sn (figure.57).
Toujours dans le cas d’un systeme en expansion, le flux spécifique du précurseur

SO peut étre donné par la relation suivante :

s, 1

S0 dt = X

n d 1
Fsosz(g[Sn]j+%xY
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Figure 57. Représentation schématique du fonctionnement d’une voie métabolique linéaire dans
une cellule en croissance

Le substrat précurseur SO rentre dans la cellule. Les espéces intermédiaires Sn sont tirées vers la cellule fille
via un flux d’expansion. P est un produit excrété par la cellule.

Tableau X. Flux spécifiques d’expansion des sucres.

Les flux sont calculés en utilisant pGlue=0,67x10"° min' et ppne=1,16x10* mint (¢f. figure.47). Les
concentrations sont celles mesurées a I’état stationnaire sur des racines en culture. En comparaison, les
flux de consommation d’hexoses sont de l'ordre de 0,1 umol.min-'.g”? MF sur les deux sources de sucte
externe (¢f. chapitre 1).

Sucre interne | Concentration (umol.gMF™) | Flux d'expansion (nmol.min™".gMF™)
Saccharose 1,55 0,103385

o NI Glucose 5,1 0,34017
Fructose 0,85 0,056695
Saccharose 3,35 0,3886

o FIININ Glucose 2,2 0,2552
Fructose 1,9 0,2204




Ou [Sn] et [P] sont respectivement les concentrations en substrats et en produit
a |'état stationnaire.

Dans cette derniére équation, plus les valeurs du taux de croissance (u) et des
teneurs en métabolites intermédiaires ([Sn]) seront élevées, plus l'influence des
flux d’expansion sera grande sur le flux de consommation de SO. En utilisant les
valeurs de vitesse de croissance tissulaire déterminée dans le chapitre précédent,
nous avons calculé le flux spécifique d’expansion des trois principaux sucres
intracellulaires en présence de fructose externe ou de glucose externe
(tableau.X). Les flux d’expansion des trois sucres restent faibles par rapport aux
flux de consommation de sucres par les racines : ils représentent moins de 0,4%
des flux d’entrée des sucres et moins de 1% des flux calculés dans le chapitre
précédent. Ces flux étant négligeables, ils ne seront pas inclus dans nos

modeles.

ITI.C. PARAMETRAGE DES MODELES

a) Taille du compartiment vacuolaire (M1, M2 et M3)

Chez le mais, il a été démontré que la taille de la vacuole pouvait varier en
fonction de la position de la cellule dans la racine (Lee et al., 1990). Dans notre
paramétrage initial, nous utiliserons comme valeur par défaut un volume de la
vacuole de 65% du volume total. Nous ferons l'approximation que le cytosol

occupe le reste du volume (35%) (tableau.XI).

b) Métabolites en concentrations fixes et co-facteurs

La concentration en sucre du milieu (200 mM, fixée en fonction de travaux
antérieurs et de nos propres expérimentations (Brouquisse et al., 1991; Alonso
et al., 2007a)), sera considérée comme constante, ce qui est conforme a nos
observations expérimentales (cf. chapitre II). Les teneurs en ATP et ADP ont été
déterminées expérimentalement sur des racines de Col0 incubées pendant 24
heures en présence de 200 mM de glucose ou de fructose. Les résultats,
sensiblement identiques pour les deux types d’incubation, donnent 0,10 £ 0,01
et 0,024 + 0,002 pmol.g™* MF pour I’ATP et I’ADP, respectivement. La valeur du
rapport ATP/ADP qui en résulte (environ 4,1) est plus faible que celle mesurée

sur racine de mais (Brouquisse et al., 2001; Alonso et al., 2007a). En outre, en
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Tableau XI. Parametres par défaut du modéle

Concentration en métabolites externes et en co-facteurs. * Afin de tout exprimer en mM, nous avons
converti les données exprimées en pmol.g! MF en utilisant une densité tissulaire de 1,1 g de tissu frais par
ml, correspondant a un rapport poids frais sur poids sec de 10.

Paramétre Valeur initiale Références
[a] & [h] [60-
Glcex or Fruex 200 mM 200,mM]
ATP = UTP 0,29 mM* 0,2-0,3 mM [b]; [c]
ADP = UDP 0,07 mM*
Rapport ATP/ADP 41 3-7[b]; [i]
. 0,012-0,2 [c];
PPi 0,013 mM 0,03[j]
Pi cytoplasme 1,4 mM* [d]
Pi vacuole 10,8 mM* [d]
Vacuole (% volume 0 o
total) 65% 55-85%[e]
)
Cytosol (% volume 35%
total)
ApH vacuolaire 1 1-1,5[fl;1,5-2[k]
pG6P 0,52 x HexP [g]
pF6P 0,26 x HexP [g]
pUDPG 0,19 x HexP [a]

[a] (Alonso et al., 2007a); [b] calculés selon nos propres mesures (0,1 wmol ATP.g? MF, 0.024 umol
ADP.g! MF). + (Alonso et al., 2007a) ; [c] (Tiessen et al., 2002) ; [d] Calculé a partir des mesures de 3'P
NMR sur racines de mais (0,5 and 7 pmol Pi.g-1 MF, respectivement dans le cytoplasme et les vacuoles).
+ (Lee and Ratcliffe, 1993) ; [e/ (Lee et al.,, 1990) ; [f] (Thom et al.,, 1982) ; [fg] Calculé a partir des
concentrations en UTP et PPi et des constantes d’équilibre de la phosphogluco isomérase (G6P/F6P);
phosphoglucose mutase (G6P/G1P) et UDP-glucose pyrophosphorylase (UTPxG1P/UDPGxPPi), égales
a 2, 19 et 0,31, respectivement (Farré et al, 2001) selon les formules décrites dans le texte; [A]
(Brouquisse et al., 2001) ; /if (Roberts, 1990) ; /5] (Roberts, 1990) ; [k (Roberts et al., 1980)



ce qui concerne les nucléotides UTP et UDP, nous appliquerons les égalités
suivantes: UTP=ATP et UDP=ADP. Ceci est conforme aux concentrations
cytosoliques estimées dans le tubercule de pomme de terre, ou les
concentrations de I'UTP et de I'’ATP sont tres proches (respectivement 238 et 292
MM) et celles de I'UDP et de I'ATP sont du méme ordre de grandeur
(respectivement 53 et 87 uM) (Tiessen et al., 2002). Les teneurs en phosphate
inorganique cytosolique et vacuolaire, estimées par RMN in vivo du *'P des
racines de pois et de mais (Lee et al., 1990), sont égales & 0,5 et 7 umol.g™*
MF pour le cytosol et la vacuole, respectivement. Dans nos modeles, les
concentrations cytosoliques en ATP, ADP et Pi et la concentration vacuolaire en Pi
sont calculées a partir des teneurs ci-dessus et du volume respectif du cytosol et
de la vacuole. La concentration en PPi cytosolique, difficile a obtenir
expérimentalement, a été estimée a environ 200 uM chez la canne a sucre et la
pomme de terre (Rohwer and Botha, 2001; Tiessen et al., 2002). Cependant, par
une méthode indirecte utilisant la RMN du 3!P, la teneur en PPi de racines
de mais a été estimée a 30 pM (Roberts, 1990). Le delta pH entre en
considération dans le mécanisme des transports actifs et notamment dans le
fonctionnement des antiports sucre-proton vacuolaire (cf. chapitre I). Le delta pH
entre le cytosol et la vacuole a été estimé par RMN in vivo du *'P sur des pointes
de racines de mais a 1,5-2 (Roberts et al., 1980; Roberts et al., 1982). Ceci est
cohérent avec la valeur de pH intra-vacuolaire égale a 5,56 += 0,12,
correspondant a un delta pH moyen de 1,85 + 0,09, mesurée in organello sur
des vacuoles isolées de feuilles d’Arabidopsis (cf. chapitre I). Les valeurs initiales

de tous ces parametres sont consignées dans le tableau XI.

c) Les hexoses phosphates et sucres nucléotidiques

Pour simplifier notre modéle, nous avons regroupé les concentrations
cytoplasmiques en G6P, G1P, F6P et I'UDPG en un seul pool d’hexoses
phosphates (HexP). La proportion de chacune de ces molécules dans le pool
d’'HexP sera calculée en faisant I'approximation d’un quasi-équilibre entre ces
différentes especes, hypothese vérifiée par nos expériences de marquages (cf.
figure.49, chapitre II). Les calculs nécessitent les valeurs des concentrations en
UTP et PPi listées ci-dessus ainsi que les valeurs des constantes d’équilibre (Kéq)
des réactions concernées (Farré et al., 2001). Ainsi, a partir des égalités

suivantes :
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Tableau XII. Activités spécifiques des principales enzymes du réseau

Les activités spécifiques ont été mesurées comme décrit dans matériel et méthodes sur des racines agées
de 12 a 20 jours ou cultivées iz vitro pendant 24 heures. Le nombre de réplicas est au minimum de n = 4.
Lerreur est basée sur I’écart moyen de ces valeurs.

Activité spécifique
(umole.min.gMF™)

INVneu |0,16+0,04 |
Gk 1066009 |
FK 1046002 |

PFK 11,38+007 |
P 1022003 |
PAP_ 14,28+055 |
[Susy 10,32:+0,08



HexP = G6P+F6P+G1P+UDPG

Kéq_PGI = G6P/F6P

Kéq_PGM = G6P/G1P

Kéq_UGPase = (UTP x G1P)/(UDPG x PPi)

Nous pouvons exprimer chaque entité en fonction du pool total d’Hexoses-Pi
cytosoliques. Ainsi, les fractions p du G6P, du F6P et de I'UDPG sont données par
les équations suivantes dont les valeurs initiales de ces trois parameétres sont

consignées dans le tableau XTI

pG6P = 1/(1+1/Kéq.PGI+1/Kéq.PGM*(1+UTP/PPi*Kéq.UGPase))
PF6P = 1/(1+Kéq.PGI+KéqPGI/Kéq.PGM*(1+UTP/PPi*Kéq.UGPase))
pUDPG = 1/(1+PPi/UTP/KéqUGPase*(1+KéqGPGM+KéqPGM/KéGPGI))

d) Caractéristiques cinétiques et thermodynamiques des enzymes,

des réactions & équations de vitesse

Ces valeurs proviennent en partie de la littérature et en partie de nos mesures
expérimentales. Les parametres enzymatiques difficilement mesurables et
indisponibles dans la littérature sont extrapolés a partir d’activités proches. Par
exemple, pour le paramétrage du transporteur vacuolaire GPT, nous avons utilisé
les informations connues pour GPT1 chez le plaste. Les capacités catalytiques
d'un certain nombre d’enzymes ont été mesurées sur des racines d’Arabidopsis
(tableau.XII). 1l est a noter que les activités spécifiques de ces enzymes ne
changent pas significativement en fonction de la nature du substrat carboné
(glucose ou fructose) utilisé pendant la culture in vitro (non montré). Les
équations de vitesses sont écrites en fonction des mécanismes enzymatiques et
des données de la littérature (tableau.XIII). Les équations de vitesse des
enzymes prennent en compte les concentrations locales des réactifs, des
effecteurs et des enzymes. Pour tenir compte de la concentration réelle de
I'enzyme, le Vmax des enzymes localisées dans un compartiment a été multiplié
par le pourcentage du volume occupé par le compartiment considéré. Comme
cela a été fait pour d’autres tissus excisés (McNeil et al., 2000b; McNeil et al.,
2000c; Coldn et al., 2009), nous avons formalisé I’'entrée des sucres (glucose et
fructose) dans les cellules de racines (V1 et V2, respectivement) par une

diffusion simple. La phosphorylation des sucres a été formalisée par une activité
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Tableau XIII. Réactions et équations de vitesses utilisées dans les différents modéles
Certaines réactions sont communes a I’ensemble des modéles, d’autres sont spécifiques de certaines versions.

Flux

Réaction Fonction mathématique

Glcex -> Glc V1ouV2= | Vmaxl x (Glcex-Glc)/ Vmax2 x (Fruex-Fru)

Vmax3 x (Glc/Km3Glc) x (ATP/Km3ATP)/((1.0+ATP/Km3ATP) x (1.0+Glc/Km3Glc+Fru/Km4Fru+pG6P x
Glc + ATP -> HexP + ADP V3= . .
HexP/Ki3G6P+pF6P x HexP/Ki4F6P))/cytosol
Vmax5/(1.0+Fru/Ki5Fru) x (Fru/Km5Fru) x (ATP/Km5ATP)/(1.0+Fru/Km5Fru+ATP/Km5ATP+Fru x ATP/(Km5Fru x

Fru + ATP -> HexP + ADP

Km5ATP)+ADP/Ki5ADP)/cytosol

Vmax6f x (pF6P x HexP x pUDPG x HexP-Suc6P x UDP/Keq6)/(pF6P x HexP x pUDPG x HexP x
(1.0+Suc6P/Ki6Suc6P)+Km6F6P x (1.0+phos/Ki6Pi) x (pUDPG x HexP+Ki6UDPGIc)+Km6UDPGIc x pF6P x
2*HexP = UDP + Suc6P V6 = HexP+Vmax6f/(Vmax6r x Keg6) x (Km6UDP x Suc6P x (1.0+pUDPG x HexP/Ki6UDPGIc)+UDP x (Km6Suc6P x
(1.0+4Km6UDPGIC x pF6P x HexP/(Ki6UDPGIc x Km6F6P x (1.0+phos/Ki6Pi)))+Suc6P x (1.0+pF6P x
HexP/Ki6F6P))))/cytosol

Suc6P -> Suc + phos Vmax7 x Suc6P/(Km7Suc6P+Suc6P)/cytosol
-Vmax8f x (Suc x UDP-Fru x pUDPG x HexP/Keq8)/(Suc x UDP x (1.0+Fru/Ki8Fru)+Km8Suc x (UDP+KiS8UDP)+Km8UDP
HexP + Fru = UDP + Suc V8 = x Suc+Vmax8f/(Vmax8r x Keg8) x (Km8UDPGIc x Fru x (1.0+UDP/Ki8UDP)+pUDPG x HexP x (Km8Fru x (1.0+Km8UDP
x Suc/(Ki8UDP x Km8Suc))+Fru x (1.0+Suc/Ki8Suc))))/cytosol

Suc -> Glc + Fru V9 = Vmax9/(1.0+Glc/Ki9Glc) x Suc/(Km9Suc x (1.0+Fru/Ki9Fru)+Suc)/cytosol

HexP -> glycolysis Vmax10 x pF6P x HexP/(Km10F6P+pF6P x HexP)/cytosol

Suc = Sucvac V11 = (Vf11 x Suc/Km11Suc-Vrll x Sucvac/Km11Sucvac)/(1.0+Suc/Km11Suc+Sucvac/Km11Sucvac)

HexP + phosvac = G6Pvac + V13 = Vf13/(Km13G6P x Km13phosvac) x (pG6P x HexP x phosvac-G6Pvac x phos/Keq13)/((1.0+pG6P x
phos B HexP/(Km13G6P+pF6P x HexP)+G6Pvac/(Km13G6Pvac+F6Pvac)) x (1.0+phosvac/Kmi13phosvac+phos/Km13phos))

. Vf13/(Km13G6P x Km13phosvac) x (pF6P x HexP x phosvac-F6Pvac x phos/Keq13)/((1.0+pF6P x
HexP + phosvac = F6Pvac + phos V13bis =
HexP/(Km13G6P+pG6P x HexP)+F6Pvac/(Km13G6Pvac+G6Pvac)) x (1.0+phosvac/Km13phosvac+phos/Km13phos))
G6Pvac -> Glcvac + phosvac Vmax14 x G6Pvac/(Km14G6Pvac x (1.0+phosvac/Kil4Pivac+F6Pvac/KmF6Pvac)+G6Pvac)/vacuole

F6Pvac -> Fruvac + phosvac V14bis= | Vmax14 x F6Pvac/(Km14G6Pvac x (1.0+phosvac/Kil4Pivac+G6Pvac/KmG6Pvac)+F6Pvac)/vacuole
Sucvac -> Fruvac + Glcvac Vmax15/(1.0+Glcvac/Kil15Glcvac) x Sucvac/(Km15Sucvac x (1.0+Fruvac/Kil5Fruvac)+Sucvac)/vacuole

Glc = Glevac V16 = (Vf16 x Glc/Km16Glc-Vr16 x Glevac/Km16Glcvac)/(1.0+Glc/Km16Glc+Glcvac/Km16Glcvac)
Fru = Fruvac V17 = (Vf16 x Fru/Km16Glc-Vr16 x Fruvac/Km16Glcvac)/(1.0+Fru/Km16Glc+Fruvac/Km16Glcvac)




glucokinase et fructokinase (V3 et V5, respectivement), par un mécanisme de
Mickaelis-Menten irréversible, doublé d’une inhibition compétitive par le G6P et le
F6P pour la glucokinase, et d’une inhibition non-compétitive par le fructose et
d’une inhibition compétitive par I'ADP, pour la fructokinase. Etant donnée
I'absence de donnée quant a leur abondance respective dans notre matériel
d’étude, il ne nous a pas paru opportun de décrire les différentes isoenzymes
d’hexokinase répertoriées a ce jour pour la racine de mais (da-Silva et al.,
2001). Les invertases neutre et acide (V9 et V15, respectivement) ont été
formalisées de facon identique selon une cinétique michaelienne irréversible en
prenant en compte une inhibition compétitive par le fructose et non-compétitive
par le glucose. Les transporteurs d’hexoses vacuolaires (V16 et V17) ont été
décrits selon un mécanisme michaélien réversible, symétrique (Vf=Vr), faisant
intervenir le ApH (antiport) et une compétition de force égale entre le fructose et
le glucose comme substrats. L'échangeur G6P/Pi vacuolaire (V13) a été formalisé
selon un mécanisme michaelien réversible et asymétrique (Vf£Vr). Dans le
modéle 3, une compétition entre le G6P et le F6EP comme substrats est en outre
envisagée (V13 et V13bis, respectivement). La saccharose synthase (SuSy) a été
formalisée selon un mécanisme de Michaelis-Menten réversible et asymétrique,
en utilisant un jeu de paramétres moyens provenant des différentes isoformes
décrites chez le tabac, la canne a sucre et Arabidopsis (Matic et al., 2004; Uys et
al., 2007). Néanmoins, les conséquences de la présence de telle ou telle isoforme
sur nos simulations seront évaluées dans ce chapitre. La saccharose-Pi synthase
ou SPS (V6) a été décrite selon un mécanisme de Michaelis-Menten réversible et
asymeétrique, avec une inhibition compétitive du Pi. La saccharose-6-
phosphatase (V7) a été formalisée en fixant des valeurs arbitraires de Vm et de
Km ne rendant pas cette enzyme contrblante par rapport a la SPS (V6) (Rohwer
and Botha, 2001). Le phosphofructokinase (V10) est décrite selon un mécanisme
michaelien irréversible simple en prenant en compte néanmoins la modulation
par I'ATP de son affinité apparente pour le F6P (Uys et al., 2007). Les
parameétres, avec les références bibliographiques correspondantes sont consignés

dans l'annexe S2.

e) Cas de la phosphatase acide vacuolaire (PAP)

L'activité hexose-phosphatase du modele a été paramétrée a partir de nos
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Tableau XIV. Activité phosphatase de la protéine PAP26 purifiée sur différents substrats

Lactivité phosphatase a pH acide (5,5) en présence de 5 mM de différents composés phosphorylés a été
dosée comme décrit dans matériel et méthodes a partir de 2ul de protéine diluée au 1/100. L’activité
relative est calculée en utilisant Pactivité phosphatase mesurée sur le PEP (354 mM.min"), comme
référentiel, comme décrit dans le matériel et méthodes. La protéine PAP26 purifiée provient du
laboratoire de W. C. Plaxton (P'université du Queen’s, Canada).

Substrats ATP | G6P | F6P G1P | PEP

Activité relative (%°*° de PEP) | 6 61 48 11 100

Tableau XV. Parametres cinétiques de la protéine PAP26 purifiée

L’activité phosphatase a pH acide (5,5) a été mesurée en présence a différentes concentration de G6P ou
de FOP comme décrit dans matériel et méthodes, a partir de 2ul de protéine diluée au 1/100. Les valeurs
de Km et de Vmax, exprimées en mM et en mM.min"!, respectivement, ont été déterminées par régression
non-linéaire de la représentation de la vitesse de libération de Pi en fonction de la concentration en
substrat et en prenant comme hypothése un mécanisme de Michaelis-Menten,selon la formule suivante :
(Vmax x [substrat])/([substrat] + Km)

KmG6P (mM) | VmaxG6P (mM.min™) | KmF6P (mM) | VmaxF6P (mM.min™)

1,0+£0,1 7,3%0,3 3004 79%0,5
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Figure 58. Concentration des sucres a I’état stationnaire (MO0)

Les concentrations en suctres sont mesurées expérimentalement par HPLC sur n=90 échantillons. Les
concentrations sont les moyennes des dosages effectués sur des racines cultivées pendant 24H en présence
de glucose (A) ou de fructose (B). Les données expérimentales sont présentées en noir, les concentrations
simulées en blanc. Pour étre comparées aux valeurs dosées, les concentrations en métabolites calculées par
le modele ont été converties en umol / ¢ MF en utilisant une densité tissulaite de 1,1 ¢ MF / ml
correspondant a un rapport MF/ MS de 10.



mesures expérimentales avec la protéine PAP26 purifiée provenant du laboratoire
de W. C. Plaxton (département de biologie et de biochimie de l'université du
Queen’s, Canada). D’une part, I'activité phosphatase acide a été vérifiée in vitro
en présence de 5 mM de différents substrats. Comme attendu (Tran et al.,
2010b), le tableau.XIV montre que le PEP est le susbtrat préférentiel par
rapport au hexoses Pi (G6P et F6P). Néanmoins, pour expliquer la différence de
capacité catalytique entre le G6P et le F6P, les Km et Vmax ont été mesurés sur
la protéine purifiée (tableau.XV). Les mesures montrent que le Vm est identique
sur les deux substrats mais le Km est 3 fois plus élevé pour le F6P par rapport au
G6P. Dans nos modeles, la PAP vacuolaire (V14) a donc été décrite comme une
cinétique michaelienne irréversible avec une inhibition compétitive par le Pi. Dans
le modele 3, une compétition entre le G6P et le F6P comme substrats est en

outre envisagée (V14 bis).

IV. EVALUATION ET OPTIMISATION DES MODELES

IV.A. CONCENTRATIONS EN SUCRES A L’ETAT STATIONNAIRE

a) Modele 0

Nous avons évalué la validité du modele en comparant les calculs des
concentrations a I'état stationnaire avec les données expérimentales.
(figure.58). En faisant entrer du glucose a 200mM, la concentration en
saccharose total du modele est trois fois plus importante que celle mesurée avec
une valeur proche de 4 pmol.gMF™. Le glucose est, lui, deux fois plus concentré
avec l'outil de prédiction ou il atteint 10 ymol.gMF!. En revanche, dans notre
modele, le fructose s’accumule trés peu comparé aux valeurs expérimentales.
Enfin, avec une teneur de 8 pmol.gMF?, le G6P est également éloigné des
valeurs expérimentales avec une concentration 20 fois plus importante que celle
mesurée. Dans le cas ou l'on remplace le glucose externe par du fructose a la
méme concentration, la tendance est trés similaire (figure.58). L'écart entre les
deux jeux de valeurs a été évalué par le calcul de la somme des carrés des
écarts (SCE) entre la valeur calculée et la valeur expérimentale: SCE=([Glu]exp-
[Glu]copast) 2+ ([Fru]exp-[Frulcopast) 2+ ([Suc]exp-[Suc]corast) 2+ ([GOP]exp-[ GOP]copast) 2
(équation 4).

Les valeurs du score SCE sont de 211 et de 1800 respectivement pour la

condition glucose et fructose externe. Plus ce score est bas, plus les données
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Figure 59. Concentration des sucres a I’état stationnaire (M1 & M2)
Les données expérimentales sont présentées en noir, les concentrations simulées en blanc. Les données
proviennent de la simulation M1 en présence de glucose (A) ou de fructose (B). Les données proviennent
de la simulation M2 en présence de glucose (C) ou de fructose (D). Pour étre comparées aux valeurs
dosées, les concentrations en métabolites calculées par le modele ont été converties en pwmol.g! MF en
utilisant les fractions volumiques du cytosol et de la vacuole, et une densité tissulaire de 1,1 ¢ MF.ml"!
correspondant a un rapport MF/MS de 10. Par exemple, [Suc total] = ( [Suc] x (I1- vol. vacuole) +
[Suc_vac] x (vol. vacuole) ) / densité tissulaire.

non optimisé optimisé non optimisé optimisé
Modele 0 211 - Modele 0 1800 -
Modele 1 12,5 1,84 Modele 1 4,5 0,7
Modele 2 10,8 2,82 Modeéle 2 19,9 3,4
Modele 3 12,9 2,24 Modele 3 13,4 2,7

Tableau XVI. Cohérence du modéle avant et aprés optimisation
Les scores SCE sont calculés avant et apres optimisation comme décrit par 'équation 4.




simulées se reprochent des valeurs expérimentales. Les différences observées
entre les valeurs calculées par le modeéle et les valeurs mesurées ne sont pas

étonnantes car le réseau MO n’est pas représentatif des données expérimentales.
b) Modéle 1

Avec M1, la comparaison avec des quantités de sucres totaux a I'état
stationnaire, montre une amélioration par rapport a la M0 (figure.59). En ce qui
concerne la condition glucose, le score SCE passe de 211 (tableau.XVI) a 12,5.
Sur fructose, le score SCE passe de 1800 a 4,5. Malgré une nette amélioration
du modele, les valeurs prédites par le modeéle restent éloignées des valeurs
expérimentales. Mis a part le saccharose, les concentrations calculées par le
logiciel sont 2 a 4 fois plus faibles pour les hexoses, et 2 fois trop fortes pour le

G6P dans la condition glucose externe.
c) Modele 2

A I'état stationnaire avec entrée du glucose, les concentrations des trois sucres
et du sucre phosphate sont trés proches de celles observées dans le modele 1
(figure.59, C). Avec du fructose externe, seul la concentration en G6P est bien
Prédite (figure.59, D). Le score SCE calculé est de 10,8 en présence de glucose
externe et de 19,9 en présence de fructose.

d) Modele 3

Que ce soit avec une entrée de glucose ou de fructose, le modele M3 reste tres
proche du M1 (tableau.XVI & figure.60).

En conclusion de cette partie, a partir d'un modele MO trés simple, non
compartimenté, avec seulement 9 réactions chimiques nous avons réussi a
construire plusieurs versions (M1, M2 et M3) constituées de 2 compartiments et
jusqu’a 16 réactions. Pourtant nous n‘arrivons pas a faire converger les calculs et
les données expérimentales. Il faut, a ce stade, remettre en cause le
paramétrage des modeles. En effet, si certains parameétres proviennent
directement de mesures sur notre matériel d’étude, d’autres paramétres
proviennent de la bibliographie (A.thaliana ou d’autres organismes) alors que
d’autres sont seulement estimées. Ces approximations pourraient expliquer les

différences entre les données expérimentales et celles prédites par le modéle.
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Figure 60. Concentration des sucres a I’état stationnaire (M3)

Les données expérimentales sont présentées en noir ( ), les concentrations simulées en blanc (D ). (A)
Les données proviennent de la simulation M3 en présence de glucose. (B) Les données proviennent de la
simulation M3 en présence de fructose.
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Figure 61. Exemple de résultats d’un test de sensibilité

Ce test de sensibilité a été généré a partir de la version M3 du modele en condition fructose externe. Les
cercles blanc représentent le score de sensibilité. Le cercle jaune () est égal a un score de 0. A Pextérieur
du cercle nous trouvons les parametres du modeéle pour lesquels le test de sensibilité est effectué. Les
parametres sont classés par numéro de réaction. En couleur est représentée U'influence du parametre sur la
variable : Glucose total (==), saccharose total (==), fructose total (==) et GOP total (==).



Une solution est donc d’utiliser des outils d’optimisation pour affiner les

parametres définis des 4 versions.

IV.B. DETERMINATION DES PARAMETRES A OPTIMISER

L'optimisation d’'un modeéle est une approche combinatoire qui doit concilier deux
principes opposés : i) étant donnée la complexité du réseau métabolique étudié,
la convergence du modeéle vers I'expérience dépend de I'ajustement d’un jeu de
plusieurs parametres. ii) la précision de I'ajustement d’un parametre diminue en
fonction du nombre total de paramétres a ajuster et augmente avec le nombre
total de calculs de l'optimisation. Les parametres a optimiser seront donc ceux
qui sont inconnus ou estimés, mais également ceux ayant une forte influence sur
le modele (c’est a dire qu’une faible variation de ce parameétre peut avoir des
conséquences importantes sur la solution calculée a I'état stationnaire). Ces
parameétres controlants sont identifiés grace au test de sensibilité. Le logiciel
calcule le coefficient de sensibilité pour chaque parametre, si celui-ci est proche
de zéro alors le parameétre n'a que peu d’influence sur le modele ; a l'inverse s'il
est élevé, ce parametre est controlant. La figure 61 (obtenu a partir du modele
M2) montre que certains parametres n‘ont pas ou tres peu d’influence sur la
quantité des sucres prédite (Vmax3, Vmax7, Kég6 ou encore Ki8Suc). En
revanche un parametre tel que le ApH16, possédant un score élevé, va agir
positivement sur l'accumulation du glucose et du fructose total si sa valeur est
augmentée. A l'inverse, le paramétre Vf16, avec un score trés négatif, aura pour
conséquence de diminuer la concentration en glucose et fructose total si I'on
augmente sa valeur. Nous allons sélectionner, en fonction de la version du
modéle, entre dix et quatorze parameétres a optimiser. Comme attendu, parmi les
parametres ayant le plus d’influence sur les résultats de la simulation figurent les
vitesses d’entrée du glucose ou du fructose (non montré). Plutét que d’inclure
ces parameétres parmi ceux qui seront optimisés, nous avons préféré tester deux
modéeles par version, paramétrés dans chaque cas avec une vitesse d’entrée des
sucres différente (entre 100 et 200 nmol.min*.g? MF) encadrant les valeurs
expérimentales du chapitre précédent. L'évaluation de cette optimisation se fait
par la méthode des "moindre carrés" entre les valeurs calculées par le simulateur

et les valeurs mesurées expérimentalement en calculant le score SCE. Les
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Figure 62. Exemple de ’effet d’'un jeu de paramétre sur le score SCE et sur la teneur en sucres
calculée a I’état stationnaire (M2)

En blanc (0), les valeurs de teneur en métabolites calculées pour le fichier glucose externe. En noir (@),
les valeurs de teneur en métabolites totaux calculées pour le fichier fructose externe. En bleu les valeurs
expérimentales attendues (glucose externe), en vert, les valeurs expérimentales attendues (fructose externe)

eten les valeurs expérimentales attendues (gucose et fructose confondu).
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Figure 63. Exemple de résultats d’une optimisation (M2)

En blanc (0), les valeurs optimisées des parametres du fichier glucose externe. En noir (®), les valeurs
optimisées des parametres du fichier fructose externe. Les Vmax et Vf sont exprimés en umol..min-.g-1
MF, les Ki et Km en mM, la vacuole en % du volume total de la cellule. Le ApH et le score SCE calculé
par COPASI (ordonnée) n’ont pas d’unité. Le nombre de solutions compilées est de n=15.



valeurs des parameétres (Km, Vmax, Ki, etc.) a optimiser nécessitent d’étre
bornées. Cependant, si la donnée est totalement absente, comme pour les
capacités des transporteurs, nous imposerons un intervalle relativement
permissif. Nous avons utilisé la procédure "random search" par lequel le
programme choisi une valeur au hasard, pour chacun des paramétres

sélectionnés et dans l'intervalle précédemment fixé.

IV.D. LES SOLUTIONS A L'ETAT STATIONNAIRE ET DISPERSION DES VALEURS
OPTIMISEES

Nous avons généré entre 14 et 15 jeux de solutions indépendants pour chaque
condition (glucose et fructose externe). Lorsque nous calculons I'état stationnaire
pour chaque jeu de solution, nous retrouvons quel que soit le score des valeurs
proches de celles mesurées expérimentalement (figure. 62). Les résultats sont
relativement robustes et valident les contraintes que nous avions imposées. En
revanche, le G6P est le sucre dont la valeur calculée varie le plus car il s’agit de
la seule variable qu'il était difficile de contraindre faute de pouvoir obtenir
suffisamment de solutions. La dispersion des valeurs pour chaque parameétre
peut étre importante. Dans les exemples qui vont suivre, les données ont été
extraites a partir du modele M2 (figure.63). La dispersion des solutions est
variable d'un parametre optimisé a un autre et d'un substrat a un autre. Par
exemple, l'optimisation du ApH (servant au transport actif des hexoses et du
saccharose) montre une grande permissivité sur glucose et sur fructose. C'est
également le cas de la plupart des Km et des Ki qui avaient été sélectionnés. En
revanche, pour Vmax3 (glucokinase) et le volume vacuolaire, les valeurs sont
moins dispersées sur les deux types de substrats, tout en confirmant le
paramétrage initial provenant de nos mesures pour Vmax3 (0,66 pmol.min*.g™!
MF) et de la littérature pour le volume vacuolaire (65% volume cellulaire). Cette
étape d’optimisation renseigne aussi sur les capacités catalytiques des
transporteurs vacuolaires du saccharose (V11), des hexoses (V16) et du G6P
(V13). En dépit de la dispersion qui peut exister sur glucose (pour V13) ou
fructose (pour V11), nous avons pu en tirer un ordre de grandeur compris entre
0,05 et 0,1 pmol.mint.g-1 MF. Enfin, d‘autres paramétres sont plus
contraignants sur une source de carbone plutdot qu’une autre. Par exemple, sur

fructose uniguement, il est impossible de trouver des solutions optimisées en
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Tableau XVII. Valeurs moyennes des paramétres optimisés

(A) En présence de fructose externe. (B) En présence de glucose externe. Le nombre de solutions pour calculer ces valeurs est compris entre 4 et 28. Pour chaque
version, deux vitesses d’entrée des hexoses sont disponibles, une rapide (>>>) et une plus lente (>), paramétrées selon la valeur de Vmax1 ou Vmax2. Les symboles
et correspondent a des vitesses d’entrée respectives de 0,1 et 0,2 pmol.hexoses .min-.g-1 MF. En grisé, les parameétres qui n’ont pas étés optimisés pour
la version correspondante du fichier. Le symbole (-) indique 'impossibilité de trouver une solution d’optimisation

A VO

Nombre n=11 | n=11 | n=11 | n=15 | Nombre
de scores de scores
Vfl6 - 0,253 0,104 | 0,269 | 0,390 | 0,278 0,286 Vmax5 - 0,561 0,601 0,610
V11l - 0,058 | 0,059 | 0,051 | 0,080 | 0,036 | 0,061 Ki5Fru - 16,954 12,723 16,303
Vf13 - 0,059 | 0,221 | 0,152 | 0,138 KiSADP - 2,633 2,171 2,251
Km5Fru - 0,123 | 0,110 | 0,184 | 0,157 | 0,152 | 0,199 V16 - 0,294 | 0,089 0,297 | 0,087 | 0,39 | 0,103
Km5ATP - 0,086 0,085 | 0,091 | 0,089 | 0,110 0,079 Vfll - 0,137 | 0,061 0,190 0,047 0,079 0,037
Km11Suc | - 31,059 32,033 V{13 - 0,258 0,102 | 0,311 | 0,040
Km10F6P | - 1,046 | 0,894 | 1,108 | 0,943 | 0,997 | 0,895 Km5Fru - 0,284 | 0,156 0,288 | 0,096 | 0,191 | 0,118
Vmax9 - 0,051 | 0,014 | 0,072 | 0,030 | 0,042 | 0,017 Km5ATP - 0,077 | 0,094 0,100 | 0,080 | 0,099 | 0,083
Vac - 0,616 | 0,640 | 0,620 | 0,622 | 0,626 | 0,638 Km11Suc | - 29,512 | 34,927 | 25,089 | 23,354 | 32,362 | 36,310
deltapH11 | - 0,535 0,526 | 0,706 | 0,788 | 0,552 0,516 Km1OF6P | - 1,003 | 1,068 1,019 1,066 1,029 0,957
deltapH16 | - 0,821 | 0,623 | 0,782 | 0,471 | 0,652 | 0,354 Vmax9 - 0,043 | 0,033 0,025 | 0,023 | 0,039 | 0,035
Km3Glu - 0,050 0,307 | 0,061 | 0,072 | 0,057 0,266 Vac - 0,592 | 0,572 0,650 0,671 0,609 0,571
Km6F6P - 0,235 1,387 | 0,183 | 0,522 | 0,254 1,313 Vmax3 - 0,525 0,646 0,506
Vmax6f - 0,389 | 0,341 | 0,415 | 0,369 | 0,397 | 0,372 deltapH11 | - 0,393 | 0,451 0,599 | 0,378 | 0,562 | 0,444
PPi - 0,003 0,006 | 0,003 | 0,006 | 0,003 0,010 deltapH16 | - 0,752 | 0,712 0,525 0,447 0,454 0,309
PPi - 0,005 0,004 0,004
Vmax6f - 0,389 0,368 0,325
Km6F6P - 0,579 0,384 0,791
Km3Glu - 0,377 0,290 0,413




imposant une Vmax5 (fructokinase) inférieure & 0,7 pmol.min*.gMF! alors que
la valeur expérimentale mesurée est égale a 0,46 umol.min*.gMF!. D’autre part,
les valeurs optimisées de Vmax9 (invertase neutre) sont comprises entre 0,01
pumol.mint.gMF! et 0,04 pmol.mint.gMF* sur glucose et entre 0,01 pmol.min
L.gMF! et 0,1 pmol.min.gMF! sur fructose, alors que lactivité spécifique

mesurée est de 0,25 ymol.mint.gMF™.

IV.E. VERS UN PARAMETRAGE MOYEN

Deux solutions issues de valeurs de parametres tres différents peuvent donner a
I’état stationnaire des concentrations en sucres identiques. Mais, nous ne
pouvons pas objectivement retenir un jeu de valeurs plutét qu’un autre. On va
donc construire un jeu de parametres moyennés permettant de proposer un
paramétrage plus générique. Nous avons regroupé dans un tableau les
moyennes des parametres optimisés pour chaque modeéle (tableau.XVII). Cette
procédure d’optimisation sur MO n’a produit aucun jeu de parametres permettant
de calculer un score, que ce soit pour la condition glucose ou fructose.
L'hypothése est que ce modeéle MO est incohérent vis-a-vis des données
expérimentales. Pour les versions plus complexes du modele (M1, M2 et M3),
une minorité de parametres ne partagent pas de solutions communes pour les
conditions fructose et glucose (tableau.XVII) (c'est le cas du Km3Glc qui est 3
a 4 fois plus fort en présence de glucose externe). Certaines optimisations
tendent a dicuter la justesse de certaines de nos mesures, par exemple, I'activité
spécifique de la SPS (Vmax6, délicate a mesurer sur homogénat) serait sous-
évaluée. Nous avions mesuré sur homogénat de racines une activité spécifique
de 0,22 pmole.mint.g' MF alors que |'optimisation propose une activité 40%
plus importante (moyenne de 0,37 pmole.min*.g" MF). La surestimation de
I'activité spécifique de l'invertase acide (Vmax9) est également envisagée car
I'optimisation donne seulement 13% de l'activité mesurée expérimentalement.
Cette différence n’est pas surprenante si l'activité invertasique neutre est
surestimée a cause de I'abondance relative de I'invertase acide ayant une activité
résiduelle a pH neutre. Ainsi, cette valeur est proche de l'activité invertase
neutre mesurée sur le double mutant inv3xinv4 déficient en invertase vacuolaire
(non montré). Pour un méme modele, les parametres optimisés peuvent varier

en fonction de la nature de I'entrée du sucre (glucose ou fructose), ce qui nous
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Figure 64. Concentrations des sucres a I’état stationnaire aprés optimisation
En Noir ( l ) les concentrations mesurées expérimentalement. En blanc ( D ) les concentrations prédites par COPASI avant optimisation. En gris ( l ) les
concentrations prédites par COPASI apres optimisation. Les colonnes 1 et 2 correspondent aux simulations faisant entrer du glucose, les colonnes 3 et 4 a celles

faisant entrer du fructose. Les lignes V1, V2 et V3 présentent I’ensemble des modéles dérivés des versions 1, 2 et 3. Le symbole g présente les résultats avec une
entrée d’hexose a 0,1 umol.min-!.g'! MF, le symbole avec une entrée du sucre a 0,2 umol.min'l.g’! MF.



oblige a travailler sur deux versions du fichier.

V. ANALYSE DES MODELES AVEC LES PARAMETRES OPTIMISES

V.A. ETAT STATIONNAIRE METABOLIQUE

Pour évaluer les résultats de cette étape d’optimisation, pour chaque jeu de
parameétres optimisés pour les versions M1, M2 et M3, les concentrations en
sucres a |'état stationnaire sont calculées et les résultats sont présentés figure
64. A titre indicatif, la concentration en G6P total a été calculée pour chaque
modele. La version 0 étant impossible a optimiser, nous la mettons dorénavant
de coté. Les résultats sur la version M1 sont encourageants mais restent
perfectibles sur certains points (figure.64). En présence de glucose externe, les
guantités en glucose total et en fructose total sont comparables aux valeurs
dosées. Ce n’est pas le cas du G6P. La concentration en saccharose calculée se
situe, elle, dans la limite basse des contraintes. En présence de fructose externe,
la concentration calculée pour les quatre sucres est dans chaque cas légerement
trop basse, quelle que soit la vitesse d’entrée pour cette version M1. Dans les
versions M2 et M3, I'optimisation de certains paramétres a permis de retrouver
des concentrations trés proches des mesures expérimentales a la condition de
paramétrer le modele avec une entrée des sucres a une vitesse de 0,1 pmol.min’
l.g?! MF.

V.B. MODELISATION DES CINETIQUES DE MARQUAGE

L'état stationnaire métabolique étant validé pour les modéles M1, M2 et M3, nous
allons les utiliser pour simuler des cinétiques de marquage. Pour cela, pour
chaque version optimisée du modele, les variables (concentrations en
métabolites) sont remplacées par leur radioactivité spécifique (RAS). Toutes les
équations de vitesse sont identiques aux précédentes, si ce n‘est que les vitesses
sont multipliées par les RAS des substrats respectifs. Les données précédemment
générées a l|'état stationnaire métabolique (parametres et concentrations en
intermédiaires) pour chaque version (M1, M2 et M3) sont réutilisées. Les
concentrations en glucose, fructose, saccharose, G6P, SUC6P, F6P, etc. sont

désormais des especes fixes puisqu’a |'état stationnaire métabolique, leurs
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Figure 65. Exemples de simulation de I’évolution de la RAS au cours du temps (M2)

Cinétique en présence de fructose externe (A) ou de glucose externe (B) pour une vitesse d’entrée des
sucres de 0,2 umol.min'.g! MF. Ces cinétiques sont générées par COPASI. Nous trouvons en couleur la
RAS des différents sucres dans le cytosol ([SR_Glc] e, [SR_Suc| e, [SR_Fru] e, [SR_HexP] ® et [SR_S6P]
®) ct dans la vacuole ([SR_Glcvac] e, [SR_Sucvac]| @, [SR_Fruvac| ® et [SR_GO6Pvac] e).



concentrations ne varient plus. Les valeurs initiales (a t=0) des RAS des
variables sont nulles, excepté pour le glucose et le fructose externe, dont la RAS
est constante au cours du temps et est égale a 1. Deux simulations types sont
représentées dans la figure 65. Avec entrée du fructose radioactif (figure.65,
A), la simulation montre que I'ensemble des pools de sucres se marquent. Ainsi,
la RAS du S6P et du saccharose cytosolique total et vacuolaire tendent bien vers
2, tout comme celles des hexoses et hexoses-Pi qui tendent vers 1. La cinétique
nous renseigne, dans une certaine mesure, sur l'ordre de marquage des sucres :
le pool de fructose cytosolique se marque le plus rapidement, suivi par les
hexoses-Pi cytosoliques et le G6P vacuolaire. En |éger décalage, se marquent le
S6P, le saccharose puis les hexoses vacuolaires. En remplagcant le fructose
externe par du glucose (figure.65, B), nous observons le phénomeéne inverse.
Le glucose cytosolique est le premier sucre a se marquer, puis les hexoses-Pi
cytosoliques, puis avec un léger retard, le S6P et le saccharose cytosolique.
Enfin, de facon retardée, le saccharose et le fructose vacuolaires sont les
derniers métabolites a se marquer. Les métabolites les plus proches du
précurseur sont donc ceux qui se marquent le plus rapidement. Pour comparer
ces simulations avec les cinétiques de marquages mesurées expérimentalement,
il est nécessaire de calculer les radioactivités (dpm.mg' MF) et les RAS
(dpm.nmol™) associées au pool total de glucose, de saccharose, de fructose et de

G6P. A titre d’exemple, les formules suivantes sont utilisées pour le saccharose:

dbm Suc.. = RAS_Suc x [Suc] x (1 - vacuole) + RAS_Suc,,. % [Suc,, | x vacuole
PM_SUCw: densité tissulaire
RAS_ Suc,, = —dp?&sucmt

tot

Avec les RAS (RAS_Suc, RAS_Suc,.c et RAS_Suci:) exprimées en dpm.nmol™;
les concentrations ([Suc] et [Sucyac]) exprimés en mM ; la densité tissulaire en
gMF.mlI! ; la vacuole exprimé en fraction du volume cellulaire et dpm_Suc-te,
exprimé en dpm.mg™ MF.

Les cinétigues de marquage ainsi générées sont comparées avec les cinétiques
expérimentales décrites dans le chapitre I (figure.66). Les RAS du saccharose
simulées en présence de glucose ou de fructose se superposent bien aux
données expérimentales dans la plupart des cas. Seule la version M2 du modele

propose un marquage de ce disaccharide un peu trop rapide. Le marquage du
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Figure 66. Comparaison de I’évolution de la RAS du glucose, du fructose et du saccharose total au cours du temps

En noir (@) sont représentées les données expérimentales (moyennées) obtenues sur des racines de ColO en culture in vitro (cf chapitre II), en blanc (0) les données simulées par
COPASI pour une vitesse d’entrée des sucres rapide (0,2 pmol.min-1.g-1 MF), en jaune () les données simulées par COPASI pour une vitesse d’entrée des sucres plus lente (0,1
umol.min-1.g-1 MF). Les 2 premiéres colonnes présentent les RAS du saccharose, les 2 derniéres les RAS des hexoses.



fructose en présence de glucose externe (figure.66, colonne 2) des versions M1
et M2 est tres en retard comparé aux données expérimentales. Seul le modele 3
arrive a bien représenter les valeurs expérimentales, notamment lorsque la
vitesse d’entrée du glucose est de 0,1 pmol.mint.gMF?!. La cinétique de
marquage du glucose en présence de fructose externe (figure.66, colonne 4),
bien qu’un peu rapide, semble correcte dans les versions M1, M2 et M3. Les
simulations des cinétiques de marquage du G6P (figure 67), montrent que le
marquage du G6P est trop rapide dans la premiére version de modele (M1). Les
deux autres modeles (M2 et M3) semblent plus conformes a la réalité
expérimentale. Nous avons généré des graphiques pour l'ensemble des
modeéles : lograssimulation = f(logrAsexperience) comme décrit dans Colén et al. (2009)
(figure.68). Le tableau XVIII regroupe les différents calculs de corrélation
linéaire (pentes). Le modéle M3 engendre une amélioration bien visible comparé
au modele M2. L'ensemble de ces tests confirme que les versions M2 et M3 du
modéle sont les plus proches de nos données de marquages que la M1, en

particulier la version M3.

a) Importance de la sucrose synthase (SuSy) sur les cinétiques de

marguage

Avec la version M2, la simulation de marquage du fructose, en présence de
glucose externe, est trés en retard comparé aux valeurs expérimentales. La
version M3 palie ce retard de marquage en permettant la synthese de fructose
radioactif a partir du F6P, par I'action de la PAP vacuolaire. Nous avons testé une
solution alternative permettant d’accélérer la synthese de fructose en présence
de glucose externe. En effet, dans ces conditions, la SuSy pourrait permettre la
synthése de fructose radioactif a partir du saccharose (figure.69, réaction V8).
Des travaux menés sur la canne a sucres ont identifié 3 activités distinctes (i.e.
SuSyA, B et C) (Schafer et al., 2005), que nous ne pouvons malheureusement
pas faire correspondre aux deux séquences connues pour la canne a sucre (SUS1
et SUS2), ni aux six séquences connues pour Arabidopsis thaliana. A partir de
leurs séquences nucléotidiques, Baud et collaborateurs (Baud et al., 2004) ont
classé ces genes en 3 paires (AtSUS1 et AtSUS4, AtSUS2 et AtSUS3, AtSUSS et
AtSUS6). Cette étude par paire a été justifiée par des parameétres enzymatiques
et des phénotypes meétaboliques proches (Bieniawska et al., 2007). Nous

nommerons arbitrairement les 3 paires A, B et C. Les paramétrages SuSy A e
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Figure 67. Comparaison de ’évolution de la RAS du G6P total au cours du temps
En noir (@) sont représentées les données expérimentales, en blanc (0) les données simulées par COPASI pour une
vitesse d’entrée des sucres de 0,2 umol.min-'.gMF-, en jaune (®) les données simulées par COPASI pour une vitesse

d’entrée des sucres de 0,1 umol.min-!.gMF-1.

Tableau XVIII. Comparaison des modéles M1, M2 et M3 avec les expériences

Les pentes sont calculées a partir des graphiques loggation = f108experience)- En , les versions qui donnent les
valeurs de pente les plus pres de 1 et les valeurs des ordonnées a I'origine les plus Eroches de 0. Le symbole B présente

les résultats avec une entrée d’hexose de 0,1 pmolmin'.gMF-, le symbole

avec une entrée du sucre de 0,2

umol.min-!.gMF-1. La meilleure corrélation estcelle qui donne une pente la plus proche de 1 et une intersection (b ou

ordonnée a I'origine) proche de 0.

ose externe ML | M2 M3 ose externe M1 | M2 RE

Vitesse d'entrée Vitesse d'entrée

Pente | 1,67 1,32 | 0,56 | 0,90 | 0,69 0,83 Pente | 2,62 2,70 2,28 2,10 1,59 | 1,46

2 RAS b 0,16 0,10 | 0,13 | 0,10 | 0,04 0,05 2 RAS b -0,36 | -0,26 | -0,22 | -0,08 | -0,07 | 0,00

R? 0,72 0,71 | 0,80 | 0,75 | 0,63 0,82 R? 0,52 0,54 0,49 0,54 0,84 | 0,80

Pente | 0,87 0,72 | 0,58 | 0,58 | 1,00 0,85 Pente | 1,33 1,41 1,08 1,12 1,43 | 1,58

RAS Suc b 0,07 0,12 | 0,17 | 0,15 | 0,01 0,07 | RAS Suc b 0,01 0,00 0,11 0,10 | -0,05 | -0,08

R? 0,86 0,83 | 0,81 | 0,83 | 0,88 0,84 R? 0,87 0,86 0,84 0,83 0,88 | 0,88

Pente | 1,97 1,59 | 0,48 | 0,99 | 0,48 0,80 Pente | 4,64 4,81 4,17 3,69 1,87 | 1,31

RAS Glu b -0,04 | 0,11 | 0,04 | 0,06 | 0,03 0,01 | RASFru b -0,29 | -0,04 | -0,12 | 0,10 | -0,02 | 0,06

R? 0,74 | 0,72 | 0,71 | 0,73 | 0,71 0,73 R? 0,88 0,83 0,87 0,81 0,83 | 0,73

Pente | 0,11 0,32 | 0,23 | 0,61 | 0,17 0,49 Pente | 0,03 0,08 0,08 0,16 0,11 | 0,14

RAS G6P b -0,01 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | -0,01 | -0,01 |RASG6P b -0,02 | -0,03 | -0,01 | -0,03 | -0,01 | -0,02

R? 0,83 (0,788 | 0,73 | 0,77 | 0,78 0,79 R? 0,41 0,51 0,41 0,48 0,41 | 0,42




SuSy B sont proches des valeurs utilisées jusque la. Seul le paramétrage SuSy C
differe significativement (annexe.S3). Nous avons alors utilisé ces trois
paramétrages (Km et Vmax) de la SuSy dans les modéles M1, M2 et M3. La
modification du paramétrage de la SuSy ne modifie pas significativement les
teneurs en sucres totaux a l'état stationnaire (mon montré). De plus, les
cinétiques de marquages a partir du glucose exogene sont sensiblement
identiques quel que soit le paramétrage de la SuSy (e.g. figure.69). Jouer sur le

paramétrage de la saccharose synthase n‘améliore pas le modéle.

b) Effet de la compartimentation et du métabolisme plastidial du

G6P sur les cinétiques de marguage des sucres

Le principal défaut des versions 2 et 3 du modele est la faible convergence en ce
qui concerne le marquage du G6P total. Dans les cellules végétales autotrophes,
on estime qu’une quantité non négligeable de G6P (et de F6P), pouvant aller
de 10 a 30 % du pool total dans les feuilles (Stitt et al., 1985; Gerhardt et al.,
1987), peut étre compartimentée dans les chloroplastes. Dans les tubercules de
pommes de terre, ou les amyloplastes occupent seulement 15% du volume
cellulaire, le pourcentage de G6P dans ces organelles pourrait aller jusqu’a plus
de 70% du pool total (Farré et al., 2001). Dans les racines, le volume occupé par
les amyloplastes est plus faible mais non négligeable (moins de 10% dans les
racines primaires de blé) (Moore, 1985). L'objectif est donc ici d'analyser
I'influence du métabolisme plastidial sur les cinétiques de marquage, et
notamment sur celles du G6P total. Dans les versions M1, M2 et M3 du modéle,
le compartiment plastidial, occupant 10 % du volume cellulaire, a été rajouté
auquel a été associé un échangeur de G6P/Pi (V18) et un flux de consommation
du G6P platidial (Vpp) correspondant a la voie des pentose-phosphates et a la
glycolyse plastidiale (figure.70). Les nouveaux modeles ainsi construits ont été
optimisés pour obtenir un flux de sortie Vpp (voie des pentoses phosphates) qui
ne devait pas excéder 10% du flux total de consommation d’hexose (Alonso et
al., 2005). La version M1l+plaste n‘a pu étre optimisée que pour le glucose
externe. Pour les versions optimisées, la vitesse maximum (Vf18) de I'échangeur
G6P/Pi plastidial est en moyenne égale & 0,31 pmol.min*.g* MF, associée a un
flux de sortie du G6P (Vpp) variant entre 1,4 et 7,6 % du flux d’entrée
d’hexoses. La figure 71 compile les cinétiques de marquage des sucres et du

G6P total obtenues avec ou sans le plaste. Dans cette configuration, le G6P se
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Figure 68. Exemple d’un graphique logsimulation = y = 1.0256x +1.2413
f(logexpédence) ) R2 = 0.7507
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Figure 69. Comparaison de I’évolution de la RAS en fonction du paramétrage de la SuSy
L’exemple donné est celui de la version M3 du modéle en présence de glucose externe.

Figure 70. Représentation schématique du réseau métabolique étudié : r6le du plaste dans la

version 3 du mod¢le
V18 = flux d'entrée du GOP dans le plaste ; Vpp = flux de sortie vers la voie des pentoses phosphates.
Dans les versions 1 et 2 du modele, nous avons rajouté le flux d’entrée du GOP dans le plaste V18 ainsi

que le flux de consommation du GOP plastidial (Vpp).



marque tout aussi rapidement que dans la version M1 du modele en absence de
plaste. Avec la version M2 + plaste, en présence de fructose ou de glucose
externe, les cinétiques de marquage sont comparables. Enfin, la version M3 +
plaste présente des cinétiqgues de marquages accélérées pour les 3 sucres
(saccharose, glucose et G6P) en présence de fructose. Pour la condition glucose
externe, il n'y a pas de différence notable. L'ajout du compartiment plastidial n'a
donc pas modifié significativement les cinétiques de marquage des sucres. La ou
on aurait pu penser ralentir la vitesse de marquage du G6P par la présence
d’hexoses phosphates dans le plaste, il n‘en n’est rien. Ceci peut étre du a la
combinaison de deux phénomeénes: i) un échange rapide entre le pool de G6P
plastidial avec le pool cytosolique et ii) une faible abondance du G6P plastidial
par rapport aux autres pools. Par exemple, dans la version M1 (qui ne comporte
pas de G6P vacuolaire), le G6P plastidial compte pour environ 5% du pool total.
Dans les versions M2 et M3, le G6P plastidial représente 4 %, contre environ 80

% pour la vacuole (pourcentages calculés a I'état stationnaire).

V.C. EXPLOITATION DU MODELE

Les potentialités offertes par les modeles, et plus particulierement par la version
M3, sont multiples. En particulier, il est possible. i) d’établir la carte des flux a
I'état stationnaire. ii) d’effectuer une analyse du contrdle cinétique portées par
certaines enzymes vis-a-vis de certains flux et/ou certaines concentrations. En
plus du contrble par la quantité d’enzymes en elle-méme, il est possible que les
activités hydrolytiques vacuolaires soient fortement régulées par la rétro-
inhibition de leur(s) produit(s) et par l'approvisionnement en substrat par les
transporteurs. iii) de prédire les conséquences métaboliques de la perte partielle

ou totale de l'activité de certaines enzymes.

i) Carte des flux

Elle a été établie a partir de la version M3 du modéle (figure.72). Les flux sont
calculés pour une vitesse d’entrée de glucose et de fructose de 0,1 et 0,2
umol.mint.g? MF. Sur cette carte, nous voyons que certaines réactions sont
dépendantes d’autres voies en amont. Par exemple, la vitesse d’entrée de
I'hexose est égale a la vitesse de sortie par la PFK (V10= V2). C'est également le

cas de l'invertase acide dont la vitesse de réaction est égale au flux d’entrée du
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saccharose dans la vacuole (V11 = V15). L'activité phosphatase acide vacuolaire,
hydrolysant le G6P ou le F6P, est dans le méme cas de figure par rapport a
I'’échangeur GPT (V14 = V13 et V14bis = V13bis). Et enfin, le flux de la S6Pase
est identique a celui de la SPS (V7 = V6). Cependant, nous pouvons noter que
les vitesses de phosphorylation du glucose et du fructose par la gluco- et la
fructokinase, respectivement, sont nettement plus élevées que les vitesses
d’entrée de chacun de ces deux sucres (V3 > V2 et V5 > V2 sur glucose et
fructose, respectivement) (figure.72). Ce déséquilibre, qui est observé quel que
soit le flux d’entrée imposé, indique qu’une part non négligeable des hexoses
phosphorylés a une origine endogene et met en évidence |'existence de cycles.
En effet, nous avons vu dans lintroduction que le métabolisme du saccharose
des "tissus puits" était caractérisé par I'existence de plusieurs cycles de substrat,
liés a la coexistence des enzymes de synthése et de clivage du saccharose. Dans
le réseau métabolique de la figure 72, on peut identifier trois cycles du
saccharose et un nouveau cycle, le cycle des hexoses Pi :

a) Le cycle de la PAP vacuolaire. Ce cycle met en jeu la phosphorylation du

fructose ou du glucose dans le cytoplasme, I'entrée du F6P ou du G6P dans la
vacuole et leur hydrolyse par la PAP acide. La carte de flux nous permet de
calculer le pourcentage d’hydrolyse des hexoses-Pi (G6P + F6P) par la PAP
vacuolaire en faisant le rapport suivant : %nydrolyse Hexr = (V14 + V14bis) / (V3 +
V5) x 100. Ce pourcentage est de 15% et 16% en faisant entrer du fructose pour
des vitesses respectives de 0,1 et 0,2 pmol.min™t.g™* MF. Sur glucose et pour les
mémes vitesses d’entrée, ce pourcentage est respectivement égal a 25% pour
une vitesse d’entrée de 0,1 umol.min.g™* MF et de 7,4% pour une vitesse de 0,2
pumol.mint.g? MF. Pour discriminer le cycle du F6P et celui du G6P, nous
pouvons établir les pourcentages suivants : %hydrolyse_ gsp = (V14) / (V3) x 100 et
%hydrolyse_Fep = (V14bis) / (V5) x 100. Le G6P est hydrolysé a hauteur de 41 a
73% sur fructose externe et de 10 a 19% sur glucose externe. Le F6P est, lui,
hydrolysé a hauteur de 5 a 7% sur fructose externe et de 43 a 61% sur glucose
externe. Ces valeurs sont légérement plus élevées que celles calculées par la
méthode discrete (cf. chapitre II): 25% vs. 41-73% pour le G6P sur fructose et
33% vs. 43-61% pour le F6P sur glucose (cf. chapitre II). Pour chaque hexose Pi,

I'intensité des cycles de substrat varient donc en fonction de la source de
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Figure 72. Carte de flux de la version 3 du modéle du métabolisme des sucres dans les racines
d’Arabidopsis thaliana

La carte est construite a partir de la version 3 du modele. Les flux sont ceux qui ont étés calculés a I’état
stationnaire par COPASI. Les flux sont exprimés en nmol.min'l.g"! MF. Dans les encadrés vert les flux
calculés en faisant entrée du fructose ; dans les encadrés rouge les flux calculés en faisant entrer du
glucose. Dans les encadrés, en noir et précédé du signe > les flux calculés pour une vitesse d’entrée de 0,1
umol.min-l.g! MF, en bleu et précédé du signe >> les flux calculés pour une vitesse d’entrée de 0,2
pmol.min-'.g!



carbone externe. Ainsi, pour le F6P, le cycle d’hydrolyse est plus important sur
glucose et, inversement, pour le G6P, sur fructose externe.

b) Le cycle de l'invertase acide. Ce cycle met en jeu la synthese cytoplasmique

du saccharose, son transport dans la vacuole et son hydrolyse par l'invertase
acide. Dans ce cas, le pourcentage de saccharose impliqué dans ce cycle est égal
a (V15) / (V6) x 100. Le saccharose est hydrolysé par ce cycle a la hauteur de
55% en présence de fructose externe et de 11 a 25%, sur glucose externe
L'amplitude du cycle de l'invertase acide est donc plus élevée sur fructose que
sur glucose externe.

c) Le cycle de l'invertase neutre. Ce cycle, entierement cytoplasmique, met en

jeu la synthése du saccharose et son hydrolyse par l'invertase neutre. Dans ce
cas, le pourcentage de saccharose impligué dans ce cycle est égal a
(V9) / (V6) x 100. Le saccharose est hydrolysé par ce cycle a la hauteur de 36 a
65% sur fructose externe et de 75 a 88% sur glucose externe. Contrairement au
cycle précédent, I'amplitude du cycle de l'invertase neutre est plus élevée sur
glucose que sur fructose externe. On en déduit qu’en présence de fructose, le
cycle de substrat du saccharose implique préférentiellement l'invertase acide
alors qu’en présence de glucose, le cycle se déroule principalement dans le
cytosol. Remarquons enfin, qu‘a une vitesse de 0,1pmol.min"t.gMF?, les cycles
du saccharose représentent 9% ((1+8)/100x100) et 26% ((15+11)/100x100)
des hexoses consommeés par les racines sur glucose et fructose, respectivement.
Ces valeurs sont peu éloignées des 15 et 30% calculés par la méthode discrete
(cf. chapitre II).

d) Le cycle de la SuSy. Ce cycle, entierement cytoplasmique, implique la

synthése du saccharose par la SPS et son clivage par la SuSy. L'intensité de ce
cycle, que I'on quantifie par le rapport V8 / V6 x 100, est proche de zéro quel
que soit le substrat externe considéré. Ce fait résulte de l'activité quasiment
nulle de la SuSy dans nos conditions de nutrition carbonée (apport d’hexose).
Cette tres faible activité de la SuSy est conforme a ce que nous avions conclu a
partir des marquages isotopiques des résidus glucosyl et fructosyl du saccharose

(cf. figure.18, chapitre II).

if) Analyse du contréle cinétique

L'approche MCA (Metabolic Control Analysis) permet de quantifier l'effet de

changements des niveaux d’enzymes ou de métabolites sur les flux en prenant
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Figure 73. Coefficients de contréle des concentrations en sucres
Les coefficients de controle ont été calculés en utilisant COPASI a partir de la version 3 du modele, avec
un flux d’entrée égal a 0,1 umol.minl.g"! MF de glucose externe (A) ou de fructose externe (B). En rouge
le saccharose total, en violet le glucose total, en vert le fructose total, en bleu le rapport Glu/Fru et en
le rapport Sac/(Glu+Fru). GK = glucokinase ; FK = fructokinase ; SPS = saccharose phosphate
synthase ; SuSy = saccharose synthase ; InvNeut = invertase neutre ; HexPtr = transporteurs d’hexoses
phosphates ; HexTr = transporteur d’hexoses ; HexPase = activité hexose Pi phosphatase ; SucTr =
transporteur de saccharose ; InvAc = invertase acide ; entrée = flux d’entrée de ’hexose externe



en compte I'ensemble du systeme. L’objectif est d’observer a quel(s) niveau(x)
les variables du réseau (flux et concentrations) sont régulées. Nous avons
procédé a l'analyse des coefficients de contrdle sur le modéle le plus convaincant
(M3) avec une vitesse d’entrée du glucose ou du fructose égale a 0,1 pmol.min”
1.g! MF (figure.73) (définition, annexe.S4). Nous nous sommes intéressés a
I'influence de certaines activités sur les niveaux d’accumulation des trois sucres
majoritaires de la racine d’Arabidopsis (glucose, fructose et saccharose).
Parallelement a cet aspect quantitatif des réserves en carbone, nous nous
sommes également intéressés a un aspect qualitatif, c’est-a-dire a la répartition
des différentes espéces de sucres, i.e. le rapport glucose / fructose et le rapport
saccharose / (glucose+fructose). En effet, dans le monde végétal, la répartition
des sucres entre mono- (glucose et fructose) et disaccharides (saccharose) varie
énormément en fonction des espéces, des tissus et des conditions
environnementales. De maniere générale, les deux parameétres les plus influents
sont en toute logique l'entrée du sucre dans le réseau et sa sortie par la
glycolyse. En présence de glucose externe (figure.73, A), la glucokinase
controle négativement et fortement la concentration en glucose total, et par
conséquent les rapports de sucres ou il intervient. La fructokinase n‘a en
revanche que tres peu d’influence sur les teneurs en sucres. En présence de
fructose externe (figure.73, B), nous observons linverse, i.e. un rodle
négligeable de la glucokinase et une influence négative importante de la
fructokinase sur la teneur en fructose total. La SPS contrOle positivement et
fortement la teneur en saccharose dans les deux conditions, de méme que le
rapport saccharose sur hexoses. L'absence d’influence de la SuSy n’est pas
surprenante. La modulation de la SuSy n’avait en effet pas modifié les cinétiques
de marquage des sucres (cf. § IV.B.). L'invertase neutre controle Ia
concentration en saccharose (glucose et fructose externe) et, dans une moindre
mesure les hexoses en présence de fructose externe. Les transporteurs
d’hexoses contrdlent positivement et fortement la teneur en fructose uniquement
(figure.73, A) ou celles en fructose et en glucose (figure.73, B) et de fait,
controlent la répartition des différents sucres. Enfin, il est important de constater
que l'activité hexose-Pi-phosphatase est peu contrélante en condition fructose et
favorise I'accumulation du fructose en présence de glucose externe. Les autres
étapes n‘ont que peu d’incidence sur les concentrations en sucres. En dernier

lieu, par analogie aux travaux sur la canne a sucre (Rohwer and Botha, 2001),

V. ANALYSE DES MODELES AVEC LES PARAMETRES OPTIMISES 161



§
£

Figure 74. Coefficients de contréle des cycles de substrat

Les coefficients de controle ont été calculés en utilisant COPASI a partir de la version 3 du modele, avec
un flux d’entrée égal a 0,1 umol.min-l.g'! MF de fructose externe (A) ou de glucose externe (B). En rouge
le cycle PAP_GGP, en violet le cycle invertase_acide, en le cycle invertase_neutre et en vert le cycle
PAP_F6P. GK = glucokinase ; FIKK = fructokinase ; SPS = saccharose phosphate synthase ; SuSy =
saccharose synthase ; InvNeut = invertase neutre ; HexPtr = transporteurs d’hexoses phosphates ; HexTr
= transporteur d’hexoses ; HexPase = activité hexose phosphatase ; SucTr = transporteur de saccharose ;
InvAc = invertase acide ; entrée = flux d’entrée de ’hexose externe



nous avons analysé les coefficients de controle des cycles futiles précédemment
énumérés (le cycle de la PAP, le cycle de linvertase acide et le cycle de
I'invertase neutre). La figure 74 représente les coefficients de controle de ces
différents cycles de substrat en présence de fructose externe et de glucose
externe (définition, annexe.S4). Cette analyse montre que deux protéines
vacuolaires jouent un role important dans le controle cinétique de ces cycles de
substrat : I’échangeur hexose-Pi/Pi et la PAP vacuolaire controlent positivement
les cycles des hexose-Pi. Inversement, la SPS contrble négativement ces mémes
cycles. Le transporteur du saccharose controle positivement le cycle du
saccharose vacuolaire et négativement celui du cytosol. Enfin, les transporteurs
d’'hexoses n’exercent aucune contrainte cinétique sur ces cycles. Remarquons
gue l'invertase vacuolaire, contrairement a l'invertase neutre, ne contrble pas

I'intensité des cycles du saccharose.

iii) Outil prédictif

La construction de ce modéle nous permet de visualiser les réponses a des
perturbations génétiques ou environnementales. Nous pouvons ainsi simuler
I'effet d’'une mutation ou d’une modulation d’activité enzymatique sur les
concentrations et les flux a I'état stationnaire. Toujours a partir de la version M3
du modéle et pour des vitesses d’entrée de 0,1 pmol.mint.g"* MF, nous avons
modulé la Vmax de I'hexose phosphatase (PAP), de l'invertase acide (INVac) et
de I'’échangeur hexose-Pi/Pi (GPT).

B Modulation de l'activité PAP

Une sur-expression de la phosphatase acide (Vmax14) induit une accumulation
de glucose et de fructose et une diminution du G6P (figure.75). En revanche, la
diminution d’un facteur 5 de l'activité (correspondant a la baisse mesurée entre
le sauvage et le mutant pap26) n’induit que peu de variation des hexoses par
rapport au G6P, qui augmente de facon importante. Ce dernier point est en
accord avec les données du mutant pap26, les teneurs en sucres ne sont pas
significativement différentes du sauvage alors que la teneur en G6P total
augmente significativement, surtout sur fructose externe (cf. chapitre II). Dans
les deux cas, la sur- ou sous-expression de la PAP ne produit que peu d’effet sur

les flux.

V. ANALYSE DES MODELES AVEC LES PARAMETRES OPTIMISES 163



-
o
o

0 10

INV x10
INV =5

H N N
'l .

GPT 32
GPT 35

PAP x10
PAP 35

Total_Glc
Total_Suc
Total_Fru
Total_G6P
Sucvac
G6Pvac
Glcvac
Fruvac
F6Pvac
Gle

Suc
HexP

Fru
Suc6P

v2

v3

v5

v6

v7

v8

v9

vi0

vii

vi3

v13bis

vi4

vi4bis
. il

vi5
v16
vi7

Y
o
o
o

ar
INV x10
I INV £5
N [Egt
GPT +2
[ I

PAP x10
PAP 35
B GpTs:s

.El

10

Total_Glc
Total_Suc
Total_Fru
Total_G6F
Sucvac
G6Pvac
Glcvac
Fruvac
F6Pvac
Glc

Suc
HexP

Fru
Suc6P
v2

v3

v5

v6

v7

v8

v9

v10

vii

vi3
v13bis
vi4
vi4bis
v15

v16

vi7

Figure 75. Effet de la modulation de la phosphatase acide (PAP), de ’échangeur hexose-Pi/Pi
(GPT) et de Pinvertase acide (INV) sur les concentrations en suctres et sur les flux

(A) Entrée du glucose a une vitesse de 0,1 umol.min-'.g"! MF. (B) Entrée du fructose a une vitesse de 0,1
umol.min-l.g! MF. Les données calculées par COPASI sont visualisées a I'aide du logiciel TMEV4. Les
changements de concentrations et de flux sont exprimés en pourcentage de variation par rapport a la
situation initiale. En vert sont visualisées les diminutions (concentrations ou flux), en rouge les

augmentations.



B Modulation de |'activité invertasique acide

La modulation de l'activité invertase joue principalement sur la concentration en
saccharose vacuolaire: en effet, la surexpression de l'invertase acide (Vmax15)
ne modifie que peu les teneurs intracellulaires en hexoses. En outre, la
diminution d’un facteur 20 de l'activité (correspondant a la baisse mesurée entre
le sauvage et le mutant inv3inv4) ne modifie que peu les teneurs intracellulaires
en sucres, excepté sur glucose, ou le saccharose augmente. Comme pour la PAP,
dans les deux cas, sur- ou sous-expression de l'invertase acide ne produit que

peu d’effet sur les flux (figure.75).

B Modulation de I'échangeur GPT : un lien étroit avec la PAP

Lorsque l'on sur-exprime GPT (Vf13), les flux de la phosphatase acide (V14 et
V14bis) augmentent davantage que lorsque |'on sur-exprime la PAP. Si l'on
simule une sous-expression de GPT de 50%, le flux de la PAP (V14 et V14bis)
diminue autant que lorsque l'on simule une chute de 20% de lactivité
phosphatase acide. Enfin, si la chute du transporteur atteint 80%, les flux de la
phosphatase acide (V14 et V14bis) sont fortement altérés, bien plus qu’avec une
baisse de 80% de la PAP. Ces résultats sont en accord avec l'analyse du contréle
des flux, a savoir que le transport d’hexoses phosphates contrble fortement
I'activité phosphatase acide puisque le transporteur GPT alimente directement la
PAP en substrats. Les meétabolites F6P et G6P s’accumulent dans la vacuole
lorsque la PAP est sous-exprimée alors qu’ils sont absents lors de la sous-
expression du transporteur GPT. Le flux d’hydrolyse de I'activité phosphatase

vacuolaire diminue dans les deux cas.

VI. DISCUSSION

La description détaillée d'un réseau est primordiale pour simuler au mieux un
comportement biologique. Dans la description, nous entendons le devenir des
différentes especes impliquées mais également le paramétrage des équations de
vitesse des réactions. Nous avons constaté que la moindre approximation dans le
paramétrage du modeéle pouvait avoir des conséquences importantes sur les
simulations. Enfin, les outils de sensibilité et d’optimisation nous ont été
importants pour affiner le paramétrage des modeles. Cette phase d’optimisation
nous a montré que trois réseaux, avec des degrés de complexité différents,

étaient capables de rendre compte des teneurs en glucose, saccharose, fructose
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Figure 76. Comparaison entre les flux calculés par le modele cinétique et ceux calculés par la
méthode par intervalles.

Les flux calculées par la méthode par intervalle (Alonso, 2003) proviennent tableau VIII (exprimés en
umol.min-l.g-! MS) divisés par une valeur du rapport MF/MS égale a 10. Le flux calculé par la simulation
(figure. 72) est issu du modele M3 en utilisant une vitesss d’entrée des sucres de 0,1 pmol.min-'.g-t MF.



et G6P mesurées sur les racines en culture sur glucose ou fructose. Cependant,
deux versions du modele n‘ont pas été satisfaisantes pour simuler les
expériences de marquage. Ainsi, le réseau métabolique minimum qui rend
compte a la fois des concentrations des métabolites a I'état stationnaire et de la
cinétique de marquage de ces mémes métabolites est un réseau qui implique
non seulement l'entrée et I'hydrolyse du saccharose dans la vacuole mais
également I'entrée et I'hydrolyse du G6P et du F6P dans ce méme compartiment
(Version M3). Ce travail de modélisation illustre I'importance de confronter les
modeles a plusieurs jeux de données expérimentales indépendants. L'ajout du
compartiment plastidial dans le modele, associé a I’échangeur hexose-Pi / Pi, le
métabolisme des I'hexoses-Pi vers I'amidon, la voie des pentose-Pi et la glycolyse
plasdidiale, n‘ont pas amélioré les solutions du modele. Ces observations seront
a approfondir par des expériences de fractionnement non aqueux, méthode en
cours de mise au point dans le laboratoire. Cette méthodologie pourrait
permettre d’étudier la répartition (y compris des marquages) des hexoses-
phosphates dans la vacuole, le plaste et le cytosol chez le sauvage et les mutants
pap26, gpt2 et tmt1/2.

Dans le chapitre 1I, les limites de la méthode de calcul des flux par intervalles
ont été discutées. La figure 76 montre néamoins une bonne cohérence entre les
valeurs des flux calculées par le modéle (M3) et celles calculées au chapitre II
(méthode discréte). En revanche, I'analyse globale du réseau par la modélisation
cinétique est plus poussée car le modele donne notamment acces a des flux (e.g.
flux d'échanges entre la vacuole et le cytosol, flux G6P- et F6Pase) que les

calculs directs occultaient completement.

B Le role des transporteurs vacuolaires

Parmi les apports de la modélisation cinétique, figurent les capacités catalytiques
des transporteurs du tonoplaste. Pour les modeles compartimentés (M1, M2 et
M3), les Vmax des transporteurs des hexoses (Vf16=Vf17), du saccharose (Vf11)
et des hexoses-phosphates (Vf13) sont les suivantes: 53+18, 266+104 et
160+90 nmole.min*.gMF!. Le modéle nous a également permis de mettre en
avant le contrb6le important exercé par les transporteurs vacuolaires sur les
teneurs en sucres totaux et sur certains flux, ceci quelle que soit la source de

carbone (glucose ou fructose externe). Ainsi, le coefficient de contrdle du flux de
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I'invertase acide par le transporteur de saccharose se situe entre 0,6 et 0,7 ;
celui du flux de la phosphatase acide par I'’échangeur hexose-Pi/ Pi se situe entre
0,7 et 0,8, quel que soit le substrat (G6P ou F6P). Ce contrble exercé par les
transporteurs limite la fourniture en substrats aux hydrolases vacuolaires. En
effet, l'invertase acide est peu sensible a la rétro-inhibition exercée par le
glucose et le fructose vacuolaire : les élasticités (définition, annexe.S4) de
I'enzyme vis-a-vis de ces deux métabolites sont proches de 0 (-0,05 et -0,26).
En revanche, I'élasticité de I'enzyme vis-a-vis de son substrat, le saccharose, est
trés élevée, proche de l'unité (0,96 a 0,99), dénotant un controle important de
I'invertase acide par la disponibilité en substrat. La méme analyse vaut pour la
phosphatase acide. A I'état stationnaire, cette enzyme est peu sensible a la
rétro-inhibition exercée par le phosphate vacuolaire (les élasticités de I'enzyme
vis-a-vis du Pi se situent entre -0,07 et -0,17), et a la compétition entre le G6P
et le F6P (les élasticités de la G6P- et de la F6Pase vis-a-vis du F6P et du G6P,
respectivement, se situent entre -0,01 et -0,03). En revanche, comme l'invertase
acide, l'hexose-6-Pi phosphatase est contrdlée par la disponibilité en son
substrat, le G6P ou le F6P (les élasticités de la G6P- et de la F6Pase vis-a-vis du
G6P et du F6P, respectivement, se situent entre 0,96 et 0,99). Dans ce contexte,
le fort contrdle porté par I'échangeur hexose-Pi / Pi sur le flux de la PAP est en
accord avec nos mesures in organello qui ont montré que la vitesse de synthése
de glucose était égale a environ 25% de la Vmax de la PAP (cf. chapitre I).
L’ensemble de ces données suggerent que les capacités de stockage des hexoses
dans la vacuole dépendent assez peu de la quantité d’enzymes hydrolytiques
présentes dans la vacuole et assez peu des régulations cinétiques de ces mémes
enzymes. En revanche, c’est la capacité des transports tonoplastiques qui
controle de fagon importante le contenu vacuolaire en sucres. Ceci nous invite
donc a nous intéresser a l'avenir aux lignées d’Arabidopsis thaliana sur-
exprimant les transporteurs putatifs de sucrose et de monosaccharides. Le
modeéle a mis en avant qu’en jouant sur I'abondance d’un transporteur ou d’une
activité enzymatique, I'ensemble des flux et des concentrations en sucres totaux
étaient affectés. Sur la collection de mutants (e.g. gpt2, inv3inv4 et
pap26inv3inv4), il serait intéressant de procéder a un phénotypage enzymatique
complet, de paramétrer les Vmax dans le modele avec ces valeurs et de
confronter les simulations aux résultats des dosages et des marquages

isotopiques.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

I. RAPPEL DES OBJECTIFS, METHODOLOGIES MISES EN CEUVRE ET PRINCIPAUX
RESULTATS

L'objectif de cette thése était d’étudier le role de la protéine PAP26 dans le
métabolisme et le stockage des sucres dans la vacuole. Notre hypothése de
départ est que la protéine PAP26 pourait intervenir via son activité phosphatase
dans un cycle de substrat vacuolaire impliquant le glucose-6-phosphate et le
glucose. Pour vérifier cette hypotheése, notre travail s’est déroulé en trois parties:
i) nous avons dans un premier temps identifié chez Arabidopsis thaliana le ou les
porteurs de l'activité G6Pase et PEPase acide in vivo (plantule) et in organello
(vacuoles isolées). La purification de vacuoles a partir de jeunes feuilles
d'Arabidopsis thaliana a été essentielle dans ce travail. Nous avons montré
gue chez le mutant pap26, I'activité glucose-6-phosphatase, mesurée in vitro et
in organello, chute de maniére importante. Nous avons relié ces résultats a notre
hypothese en démontrant que chez le mutant gpt2, le transport tonoplastique
des hexoses phosphates (G6P et F6P) diminue de facon significative. ii) Par une
approche de marquage isotopique (précurseur [U-*C]-Glucose ou [U-'*C]-
Fructose), nous avons mis en évidence |'existence d’une activité hexose-6-Pi
phosphatase sur des racines excisées en culture. En effet, une part importante
du glucose et du fructose ne provient pas de I’'hydrolyse du saccharose et PAP26
est en partie responsable de cette synthése. iii) Enfin, les résultats des deux
premiers points nous ont permis de construire, par une approche originale
combinant un double jeu de données expérimentales (réseau métabolique a
I'état stationnaire & marquages isotopiques), un modele cinétique in silico qui
rend compte des expériences de marquage. La confrontation du modeéle avec
deux jeux de données expérimentales (concentrations a I'état stationnaire et
cinétigues de marquage) a permis de confirmer |'existence d’'une activité

hydrolytique sur les hexoses-phosphates vacuolaires.

II. DONNEES EXPERIMENTALES VS. MODELISATION IN SILICO : DEUX
APPROCHES COMPLEMENTAIRES

Dans le chapitre II, nous avons vu qu'il était critiquable de calculer des vitesses

unidirectionnelles de synthése et de dégradation par la méthode de discrétisation
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utilisée classiguement, en cause la compartimentation des voies métaboliques
étudiées. Le modele donne acces aux marquages des composés dans chaque
compartiment, ce qui n‘est pas le cas de la méthode discréte. Nous n’avions pas
vu de différences importantes sur la teneur en sucres entre le mutant pap26 et le
sauvage Col0 ; ces résultats ont été confirmés par le modeéle qui semble valider
I'idée que la quantité des enzymes hydrolytiques n’est que peu influente sur les
capacités de stockage des hexoses dans la vacuole. En revanche, les étapes de
transports des hexoses-Pi et du saccharose controlent de maniére importante les
flux des enzymes hydrolytiques (i.e. invertase et phosphatase acide) et, par voie

de conséquence, le contenu en sucres de la vacuole dans le modeéle in silico.

ITI. PERSPECTIVES ET VALORISATIONS

L'approche in silico développée dans ce travail de these a permis de valider la
construction d’'un modéle robuste rendant compte des concentrations et des
marquages des sucres intracellulaires et, dans une moindre mesure, du G6P. Des
données de marquages générées a partir de racines en culture de plusieurs
mutants (gpt2, sut4, inv3, inv4, inv3xinv4, pap26xinv3) sont d'ores et déja
disponibles. Dans I'immédiat, il serait interessant de compléter ces données en
mesurant les cinétiques de marquage du précurseur G6P chez ces mutants. De
cette fagon, nous pourons appliquer la méthode de calcul des flux de synthese et
d’'hydrolyse du saccharose, glucose et fructose. Nous envisageons également de
procéder au phénotypage des activités enzymatiques impliquées dans le réseau
chez ces mutants et les intégrer au modele in silico.

L'étape de modélisation présente certaines contraintes techniques liées aux
étapes de comparaison entre les valeurs calculées par le modéle et les données
expérimentales. En effet, aprés |'étape d’optimisation, les données simulées a
I'état stationnaire métabolique (i.e. concentrations) doivent étre exportées dans
un second modele pour générer les cinétiques de marquages. Ce travail se fait
entierement a la main, ce qui augmente le temps de l'utilisateur passé sur le
logiciel. La prochaine étape consistera a automatiser cet échange d’informations
entre les différents fichiers afin de minimiser la présence de I'utilisateur et ainsi
permettre au logiciel de travailler sans interruptions pendant plusieurs jours. La
premiére étape de cette automatisation a été démarrée en créant avec des

étudiants, dans le cadre d'un projet du master Bioinformatique, une interface
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graphique au logiciel PySCeS. L'objectif est de créer des boucles automatiques
d’optimisation qui sont absentes dans le logiciel COPASI.

Cette approche in silico est actuellement appliqguée au modeéle du fruit de tomate
utilisé dans le laboratoire. La construction du modele n‘a pas a étre beaucoup re-
travaillée, en revanche le paramétrage doit étre reconsidéré (Km, Vmax, etc.).
L'objectif est de développer une nouvelle approche ciblée sur certains genes
candidats en sur- ou sous-exprimant certaines activités catalytiques ou de
transports. Nous cherchons a modéliser l'effet de variations d’activités
enzymatiques sur la teneur en saccharose, glucose et fructose au cours du
développement du fruit de tomate (e.g phases d’expansion cellulaire et de
marissement). A la différence des racines d’Arabidopsis thaliana, le marquage du
péricarpe de tomate s’est avéré techniquement trés difficile (Henri, 2008). Pour
contourner ce probléme, I'idée est de comparer les concentrations en métabolites
prédites par le modéle avec celles qui seront mesurées dans le compartiment
vacuolaire, cytosolique et plastidial aprés avoir effectué un fractionnement non
aqueux du fruit de tomate. Le modele décrivant le métabolisme des sucres dans
le fruit de tomate pourra également étre a court terme affiné en incluant
I'homologue de la PAP26 d’A.thaliana dont on sait qu’il est co-induit avec

I'invertase acide pendant la phase de mirissement.
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Tableau XIX. Génes étudiés, mutants et amorces associées
Pour chaque gene étudié, le numéro d’accession provient du site du TAIR (The Arabidopsis Information
Resource ; http://www.arabidopsis.org/index.jsp). Les amorces sens et antisens sont générées a partir de

outil iSct Primers disponible sur le site t-DNA express (http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html).

Gene Accession "Germplasm" amorce sens (LP) amorce antisens (RP)
SALK_006934 CAAAAGCACTTTCAAAAACTGATG TGCTTCTAAAGATTTCCTTTGACC
INV3 AT1G62660 SALK_076378 TGGAACAATACTATTTTGTCGTGG | CCTTATAGAACAATGGACCTGGAC
SALK_038823 CACCACAATAAAGTACGACGTTTC AAGTTCATCTTGCAGTCTATTCCG
SALK_100813 GATTTTGTCGGTGAACTTTTTACC ATACCCAATTTTCTCTCTTCCAGC
INV4 AT1G12240 SALK_139119 TGGTTTCACAGATGAACCATTAAC CATACTATTGTTCCATTCAAACGC
SALK_139119 TCTGCAGCTGCTGTACTAAAATTC AGCACAGTAATAACCATCTCTCCC
GABI_144B01 CTTCATGATTTCCTGCAGACC TTAAGACCCAATCCATTTCCC
PAP26 AT5G34850
SALK_152821 TTGAGGAGTGGTTTGTCCAAC TGGACTTCTCAATTCACACCC
SALK_046785 ATTGTAATAACACCGGAGGGC CTAAAACCCCCAAAGCTTTTG
PAP17 AT3G17790
SALK_097940 ATTGTAATAACACCGGAGGGC CTAAAACCCCCAAAGCTTTTG
PAP12 AT2G27190 GABI_151C09 AAAGCTAGCTTCTCGAAACGC ATGAGATGAATCCGGGAAAAG
PAP10 AT2G16430 SAIL_430_DO05 ACCCTCATTGTTTCACCTTCC TAGCACCAAAAAGCACAAAGC
PAP7 AT2G01880 SAIL_786_A02 GATCAGATGGAACCGACTGAC TCTTTTGGACAATGAGGATCG
SAIL_296_EO1 CGAAACTTTTTGTTGCAATAATTG CAGAAATGTAAACAGGGACAAGTG
TMT1 AT1G20840
GABI_485F07 CGTTCGAGAATCTGAGGAGTG TCTCACGGTGTTTTATTTGCC
TMT2 ATAG35300
TMT3 AT3G51490
SALK_126495 | TGGACTAAATTTTCAAGGAAGGAG AATGTAGCTTCTTTGTCTTCACCC
VGT1 AT3G03090
SALK_126700 AGGACAAAGAAATTTGCTTACGAC | AGACAGAAAGGTTTCAAAATGGAG
GPT2 AT1G61800 GABI_950D09 TAAACCATCCTCACTGCTTCG CATGATGTTGTTGCTTGATGG
SUT4 AT1G09960 WiscDsLox450E10 | GAGAAGATCCCGAACTGGAAC ATACGTATTGAATCCCTGGGC

Tableau XX. Séquences des amorces d’amplification de la bordure gauche (5> — 3’) des t-DNA

Lmutant (5' = 3')

Séquence

WiscDsLox Lp745 AACGTCCGCAATGTGTTATTAAGTTGTC
GABI_Kat GABI-8409-LB ATATTGACCATCATACTCATTGC
LB1 GCCTTTTCAGAAATGGATAAATAGCCTTGCTTCC
AL LB3 TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC
SALK LBb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC
LBal TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG




I. MATERIEL BIOLOGIQUE ET CONDITIONS DE CULTURE

I.A. VARIETE ET TRANSFORMANTS D’ARABIDOPSIS THALIANA

m Variété sauvage

Le matériel biologique utilisé au cours de cette thése est I'écotype Columbia
d’Arabidopsis thaliana (Col0). Les graines ont été fournies par le Dr Véronique
Germain (LBMS, UMR 5200 CNRS, Villenave d’Ornon).

B Mutants d’insertions

Afin de travailler sur des individus « perte de fonction » pour les genes
considérés, nous avons utilisé des mutants d’insertions t-DNA dont le fonds
génétique est de type Col0. Les mutants tmt1, tmt1,2, tmt1,2,3 et tmt1,2 x
VHT6 ont été gracieusement fournis par le Dr Fatma Ouaked-Lecourieux (CNRS,
ISVV, Villenave d’Ornon). Les autres ont été commandés via le site internet de
I’ABRC ("Arabidopsis Biological Resource Center") par l'intermédiaire du TAIR

("The Arabidopsis Information Resource" ; (http://www.arabidopsis.org). Les

graines sont directement accessibles a partir du numéro d’accession du gene
(e.g. AT1G62660) sous l'onglet "Germplasm". En fonction des mutants, les
insertions appartiennent a différentes lignées ; celles que nous avons utilisées

dans cette étude sont les suivantes :

o SALK (résistance a la Kanamycine)
o GABI-KAT (résistance a al Sulfadiazine)
o SAIL (résistance au glufosinate)

o Wisconsin DsLox (résistance au glufosinate)
Les mutants utilisés sont regroupés dans le tableau XIX.

I.B. STERILISATION DES GRAINES

Les graines sont placées dans une solution de Javel a 4,8% en présence de
Triton-X 100 0,2%. Incuber les graines 10 minutes puis laver 5 fois les graines
avec de l'eau filtrée a 0,22um (~1,5mL). Laisser les graines dans un volume
d’eau filtré (~1,5mL) puis placer les graines stériles a I'obscurité a 4°C pendant

48H au minimum avant de les placer en chambre de culture (vernalisation).
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Figure 77. Principe de fécondation entre deux individus d’ Arabidopsis thaliana

Figure 78. Culture hydroponique de Col0 a 20 jours
Milieu MS'2 complet + glucose 100mM avec changement tous les deux jours.



I.C. CHAMBRE DE CULTURE

Les plantes d’Arabidopsis thaliana sont cultivées dans une chambre
phytotronique sous une thermopériode de 25°C/20°C, sous une photopériode

14h/10h (jour/nuit) et une irradiance de 100 umol.m™.sec™.

I.D. CROISEMENTS DES MUTANTS

Les croisements sont possibles environ 3 semaines apres la germination. Les
plantes sont cultivées dans un mélange terreau/vermiculite en proportion 3/1
(v/v). Il est indispensable que les premiéres siliques soient apparues et qu’il y ait
certaines fleurs a anthese. Sous la lampe binoculaire, disséquer une fleur au
stade bourgeon floral (au tout début c'est-a-dire lorsque les pétales ressortent a
peine des sépales, visuellement, un point blanc sur les sépales). L'objectif est de
libérer le style en supprimant sépales, pétales et étamines (figure.77). 1l faut
impérativement et sans endommager la tige (ne pas écraser trop fort entre ses
doigts) libérer le stigmate (le bout du style). Quand la fleur est bien disséquée,
on choisit une fleur a anthése de l'autre lignée a croiser. Pour reconnaitre ce
stade, les pétales seront a 90°. On vient tapoter les étamines chargées de pollen
sur le style découvert de la fleur disséquée. Nous devons voir des granules
jaunes/marron s’y coller. Ne pas oublier d’arracher les autres fleurs et siliques du

bouquet floral afin d’éviter toute confusion.

I.E. CONDITIONS DE CULTURE

B Culture en terre

Apres vernalisation les graines sont cultivées en terre dans un mélange
terreau/vermiculite en proportion 3/1 (v/v) et régulierement traitées avec du
VectoBac® a 0,5% afin de prévenir toute contamination par des larves

de Sciarides.

W Culture sur milieu solide complet

Apres vernalisation les graines sont mises a germer sur un milieu MS"2 solidifié
avec 0,8% de phytoAgar HP696 a pH 6. Afin de faciliter la germination et le

développement des graines, du saccharose a 1% est rajouté au milieu avant
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Tableau XXI. Composition des milieux de culture Murashige & Skoog

Les données du tableau correspondent a2 des mg/1000ml.. La concentration en fer de 2uM est choisie

selon (Thibaud et al., 2010)

Milieu complet Milieu dépourvu de | Milieu carencé en | Milieu carencé en
(MS) P P Fer
Boric Acid 6,2 6,2 6,2 6,2
Calcium Chloride anhydrous 332,2 332,2 332,2 332,2
Cobalt Chloride-6H,0 0,025 0,025 0,025 0,025
Cupric Sulfate-5H,0 0,025 0,025 0,025 0,025
Na,EDTA-2H,0 37,26 37,26 37,26 37,26
Ferrous sulfate-7H,0 27,8 27,8 27,8 2,78
Magnesium Sulfate, anhydrous 180,7 330 330 180,7
Manganese Sulfate-H,0 16,9 16,9 16,9 16,9
Molybdic Acid (Sodium Salt)-2H,0 0,25 0,25 0,25 0,25
Potassium lodide 0,83 0,83 0,83 0,83
Potassium Phosphate, Monobasic 170 0 34 170
Zinc Sulfate-7H,0 8,6 8,6 8,6 8,6
Potassium nitrate 1900 1900 1900 1900
Ammonium nitrate 1650 1650 1650 1650

@ : obscurité

:24°C

Sortie d'air

air humide

«

Table agitante

Figure 79. Montage utilisé dans la culture de racines d’ Arabidopsis thaliana

Pompe




stérilisation a I'autoclave (120°C pendant 20min). En fonction de l'objectif final,
les graines sont semées a une densité allant de~6 a ~70 graines/cm?2, le tout en
condition stérile (Zhai et al., 2009). Un milieu MS'2 modifié sera utilisé en

fonction de la carence voulue (tableau.XXI).

B Culture de plantules en milieu liquide

Apres vernalisation, les graines sont mises a germer dans des boites 6 puits a
une densité de 5 graines /3mL /puits. Le milieu de culture liquide complet est
celui proposé dans le tableau XXI complémenté avec du glucose a 100mM. Les
boites sont scellées avec du Scotch Millipore M3. Les boites sont déposées sur
table agitante (80 rpm) en chambre de culture. Dés le 12°™ jour, le milieu est
remplacé tous les deux jours par du milieu frais et stérile. Dés lors qu’il y a une
carence a étudier, les graines sont mises a germer sur un milieu complet
pendant 7 jours selon le principe évoqué dans le point précédent. A cette date, le
milieu complet est remplacé par le milieu modifié tous les deux jours. Ce milieu
modifié correspond a ceux présentés dans la figure 78 ou au milieu complet
MS'2 + osmoticum (combinaisons mannitol/glucose ou fructose selon les
résultats décrits dans la figure 77 du premier chapitre), le tout en condition

stérile.

B Culture de tissu racinaire

Les plantules sont cultivées 20 jours en hydroponie selon la méthode décrite en
amont puis les racines sont séparées des parties vertes de la plante sous hotte
stérile. Elles sont successivement rincées dans de l'eau stérile et du milieu
d’incubation, stérile également ; les racines sont ensuite immergées dans un
milieu de culture MS stérile complémenté avec 200mM de glucose ou de fructose
(Brouquisse et al., 1991; Bozzo et al., 2004; Jaquinod et al., 2007). Le volume
nécessaire pour recouvrir totalement les racines et éviter I'évaporation est de
20mL. Le systeme de culture est scellé sous hotte et un apport constant d’'O2
humide par un systeme de pompes est mis en place dans une salle d’‘incubation
thermostatée a 25°C (figure.79). L'entrée d’air humide se fait a travers un filtre

0,22um, la sortie a travers un filtre 0,45um.

I.F. PREPARATION DE PROTOPLASTES ET DE VACUOLES
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B Production de protoplastes de feuilles

Faire pousser des graines (~70 graines/cm?2) sur milieu MS%2 complet +
saccharose a 1% pendant 10 a 12 jours. A l'aide d’une lame de rasoir, "raser"
littéralement la partie aérienne des jeunes pouces et les hacher dans une boite
de Pétri, toujours a l'aide de la lame rectangulaire. Placer cet homogénat de
feuilles dans 10mL de tampon de digestion (Baldet et al., 1993; Marques et
al., 2004). Placer sur table agitante (80 rpm), toujours a la lumiéere et a
température ambiante pendant 3 a 4H. Effectuer des contrbles fréquents pour
vérifier I'avancement de la digestion. Passé ce délai, diluer la suspension de
digestion dans 10mL de tampon CPW modifié (Frearson et al., 1973). Filtrer la
solution avec une toile en nylon (100pum) dans un tube de 50mL. Centrifuger 10
minutes a 400g a 4°C, éliminer le surnageant et le reprendre dans 2mL de
tampon CPW. Préparer le gradient suivant dans un tube Corex en verre 15mL :
tampon percoll 25% / tampon sorbitol (2,5v/1v). Déposer le mix de 2mL de
tampon de vacuole (1v) a la surface. Centrifuger 10 minutes a 100g a 4°C.
Eliminer le surnageant et reprendre le culot dans 10mL de tampon CPW pour
rincer les protoplastes ; centrifuger 10 minutes a 200g a 4°C. Supprimer le
surnageant et compléter avec 800uL de tampon CPW (le volume total tampon

+ protoplastes avoisine les 1 mL) (Zhai et al., 2009).

- tampon de digestion : mannitol 0,4M ; KCI 20mM ; Mes 20mM (pH 5,8
avec KOH); Cellulase Onizuka 410 2% (p/v) ; Macérozyme R10 0,4%
(p/v) ; Pectolyase Y23 0,2% (p/v). Placer 10 minutes a 55°C, faire
refroidir (plonger dans de I'eau glacée) et rajouter du CaCl2 10mM et de la
BSA 0,1% (p/v) .

- tampon CPW : mannitol 0,63M; KH,PO; 0,2mM ; KNO; 1mM ; CacCl,
5,5mM ; MgSO, 2mM ; Mes 20mM (pH 5,8 avec KOH).

- tampon sorbitol : sorbitol 0,5M ; DTT 1mM; KClI 30mM ; BSA 0,1%
(p/v) ; Hepes 20mM (pH 7,2 avec KOH).

- tampon percoll 25% : tampon sorbitol/percoll 100% (3 v / 1 v)

B Production de protoplastes de racines

Les graines sont mises a germer sur un milieu liquide MS %2 + glucose 1% sur

une toile de Culture (280pm). Au bout de 6 jours, les racines des plantules



dépassant de la grille sont séparées des feuilles, hachées puis digérées a l'aide

du tampon de digestion (Bargmann and Birnbaum, 2010).

B Isolement des vacuoles

A suivre directement aprés la purification des protoplastes pour une efficacité
maximale. Les étapes suivantes se déroulent a 12°C (centrifugation) dans un
tube en verre Corex 15mL, les tampons restent a 4°C. Les protoplastes sont
repris dans 800uL de tampon CPW. Selon les besoins, colorer avec 5uL d’une
solution de rouge neutre (rouge de toluidine) préparé en saturant du tampon
CPW (centrifuger avant utilisation pour éviter les débris). Recouvrir la
suspension de protoplastes par les solutions suivantes, en respectant les
proportions indiquées : tampon de lyse (3v), tampon 4% (1,7v) et tampon
de vacuole (1v). Centrifuger 25 minutes a 1000g (Fontes et al., 2010). Attendre

environ 3 minutes avant de prélever les vacuoles dans la couche supérieure.

- tampon de lyse : mannitol 0,2M ; Ficoll 10% (p/v) ; EDTA 15mM ; Mops
10mM (pH 8 avec KOH). Rajouter la BSA 0,1% (p/v) et le DTT 2mM.
tampon de vacuole : mannitol 0,5M ; Mops 10mM (pH a 7,5 avec KOH) ;
cocktail d’‘inhibiteurs de protéases (Roche Applied Sciences, Complete,
EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail ; 1 pastille pour 15mL).

- tampon 4% : tampon de lyse a 0% Ficoll / tampon de vacuole (1v/1,5v).

I1. BIOLOGIE MOLECULAIRE

II.A. CHOIX DES AMORCES

Les amorces sens et antisens sont générées a partir de l'outil iSct Primers
disponible sur le site t-DNA express (http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html)
(cf. tableau.XIX). A partir des références des "Germplasm" (e.g. SALK_006934,

GABI_950D09) le logiciel calcule automatiquement le couple d’'amorces notées LP

et RP. Il est possible de choisir la taille de la séquence, le TM des amorces
(température optimale d’hybridation) ou encore le pourcentage en GC. La
séquence de ces amorces est par la suite comparée a la séquence nucléotidique
du gene correspondant (ADNg) afin de vérifier la bonne hybridation entre le géne
et les amorces. Les amorces amplifiant la bordure gauche LB (5" — 3’) de l'insert

du t-DNA sont récupérées dans la documentation du site tDNA
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Figure 80. Principe de la sélection des mutants homozygotes par PCR (Polymerase Chain

Reaction)

(A), Allele sauvage et alléle mutant dans laquelle est inséré le t-DNA. (B), Résultat théorique de la réaction
de PCR. Les all¢les sauvages (WT) d’une taille d’environ 900pb migrent moins loin que les alleles mutants
plus petits (taille d’environ 700pb). Le couple d’amorces LP/RP amplifiant le géne sauvage ne fonctionne
pas lorsque le t-DNA est présent car la durée d’élongation du cycle PCR est trop courte.



express (SALK et SAIL), sur le site internet dédié aux ressources concernant
GABI_Kat (http://www.gabi-kat.de/duplofag/confirmation-strategy.html) ainsi
gue dans la littérature (WiscDsLox) (Woody et al., 2007) (tableau.XX).

I1.B. VERIFICATION DE L'HOMOZYGOTIE

Les graines de mutants sont mises a germer sur milieux MS'2 + saccharose
100mM a une densité d’ ~6 graines/cm2 comme précisé en amont. Les insertions
de t-DNA dans les mutants sont vérifiées par PCR directement sur un fragment
de feuille agée d’environ 10 jours ce qui évite I'étape d’extraction d’ADN. Deux
enzymes taq ont été utilisées, la Phire-taq® et la Terra-taq®. Nous amplifions
I’ADN a l'aide de deux jeux d’amorces, LP/RP et LB/RP. Le couple LP/RP permet
d’amplifier un fragment sauvage du géne d’intérét alors que le couple LB/RP
amplifie un morceau de l'insert t-DNA et du gene d’intérét (figure.80). Il est
important de travailler sur un temps d’élongation permettant d’amplifier une
taille d’environ 1Kb. Le t-DNA étant inséré au milieu du géne, la taille du
fragment t-DNA + géne est trés supérieure a 1Kb, donc si nous travaillons sur un
temps d’élongation court, le couple d’amorces LP/RP ne pourra pas amplifier le t-

DNA + gene chez le mutant d’insertion.

IT.C. CYCLES PCR

La Tm utilisée est de 60°C, le volume de réaction est de 25uL, le nombre de

cycles varie entre 30 (Phire-taq) et 32 (Terra-taq) :

- Dénaturation initiale 95°C (phire-taq) ou 98°C (Terra-taq)
o Dénaturation 98°C 10 sec
o Hybridation 60°C 15 sec x 30 ou 32
o Elongation 68°C 60 sec

- Extension finale 72°C 60sec

- Maintien a 4°C "oo"

(http://www.finnzymes.com/pcr/phire hot start dna polymerase.html

& http://www.clontech.com)

II.D. CONFIRMATION DE L'HOMOZYGOTIE
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Aprés avoir génotypé les mutants homozygotes (cf. II.B.), nous avons validé
I'insertion du t-DNA sur le gene ciblé par séquencage. Les séquences
nucléotidiques amplifiées par PCR sont purifiées sur colonnes (Wizar®SV Gel and
PCR Clean-Up System) et envoyées a séquencer avec les amorces (5 — 3’) de
I'insert (LB) chez Beckman Coulter Genomics. La présence de l'insert et du géne

peut ensuite étre vérifiée.

I1I. ANALYSES METABOLIQUES ET ENZYMATIQUES

ITI.A. RESPIRATIONS DES RACINES

Les mesures de consommation d’O, sont systématiquement effectuées sur
environ 20mg poids frais de racines ; ces racines proviennent, soit de culture
hydroponique de plantules agées de 12 a 20 jours (cf. I.E.), soit de tissu
racinaire en culture (cf. I.E.). Le matériel utilisé est un oxymetre (StrathKelvin
Instrument, model 782) couplé a une électrode (EH100) et a une chambre de
mesure en verre (RC300) du méme constructeur). Les données sont enregistrées
et analysées a l'aide du logiciel Oxygen system® du constructeur. La chambre de
mesure, thermostatée a 25°C,est remplie avec 1,5mL de milieu d’incubation,
saturé par l'air ambiant (21 % 02) et calibré a 240 nmol O,.mL™, sous agitation
constante a l'aide d’'un électro-aimant. Lorsque la dérivée de la consommation
d'O, est stable, les racines sont enlevées de la cuve de mesure, rincées a l'eau,
tamponnées sur du papier absorbant puis pesées. Un minimum de 3 mesures par

tapis est effectué.

I11.B. EXTRACTION DES TISSUS ET SEPARATION DE COMPOSES
INTRACELLULAIRES

B Extraction des composés hydrosolubles

Aprés prélevement, pesée, congélation dans l'azote liquide et conservation a -
80°C, les échantillons sont lyophilisés et pesés. L'extraction éthanolique et a
chaud des composés hydrosolubles est faite comme décrit dans (Stitt and ap
Rees, 1978). Les volumes utilisés sont de 3mL pour un poids sec compris entre
15 et 50mg MS. Les tissus sont recouverts d'une solution éthanolique a 80%
(v/v) a 80°C et conservés a cette température pendant 15 minutes. Le
surnageant est récupéré. Cette opération est répétée avec une solution

éthanolique a 50%, puis avec de I'eau milliQ, toujours a 80°C. Un dernier ringage



1- Extrait éthanolique repris dans H,0

NH,OH 1,4N
2- Ringage par 4 volumes d’H,0
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cationique
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Figure 81. Séparation des fractions neutre, anionique et cationique des composés hydrosolubles
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avec de l'eau milliQ a 80°C sans incubation est également effectué pour bien
rincer la fraction insoluble de I'extrait racinaire. Les surnageants sont rassemblés
et évaporés au speedvac. Les résidus secs sont repris dans un volume d'H,O
déterminé en fonction du poids de matieére séche a raison de 1mL pour 0,1g de

matiére seche, soit 1mL pour 1g de matiere fraiche.

B Séparation des fractions neutre, anionique et cationigue des
composés hydrosolubles.

Les résidus secs des surnageants hydroalcooliques sont repris dans 500uL d’'H,0.
Les composés solubles sont successivement passés sur résines cationique et
anionique. Les deux résines sont rincées par 4 volumes d’eau milliQ. Cet effluent
contenant les composés non retenus constitue /a fraction neutre composé
principalement de sucres solubles.
- La fraction cationique : Cette fraction est collectée par passage de I'extrait
sur une résine échangeuse de cations (AG 50 W-X8, forme H™) et élution
par 4 volumes d’une solution d’'ammoniac (NH40H) 1,4 N.
- La fraction anionique : Cette fraction est purifiée par passage de l'extrait
sur une résine échangeuse d’anions (AG 1-X8, forme formate) et élution
par 4 volumes d’acide formique 4 M.

Enfin, ces trois fractions sont asséchées au speedvac (Alonso, 2003)(figure.81).

I11.C. SEPARATION ET DOSAGE DU SACCHAROSE, GLUCOSE ET FRUCTOSE PAR
HPLC

La fraction neutre est reprise dans un volume d'H,O milliQ équivalent a 50mg
MS.mL™* puis centrifugée a 6000g pendant 4 minutes. Les sucres solubles sont
analysés sur une colonne Aminex HPX-87C Column, 300 x 7,8 mm, équipée
d’'une précolonne Micro-Guard® Carbo-C Refill, 30 x 4,6, mm, chauffées a 80°C,
a un débit d’eau milliQ de 0,5 mL.mint. Pour le dosage du saccharose, du
glucose et du fructose, la détection des sucres en sortie de colonne se fait par
réfractométrie. La quantification est réalisée a partir de l'aire du pic aprés une
standardisation externe a l'aide du logiciel Millenium Chromatography manager.
Pour la détermination de la radioactivité spécificité de ces mémes sucres, un
collecteur de fractions est branché en fin de colonne (cf. V-B). Le volume
d’injection peut varier de 10 a 100 uL en fonction des échantillons et de I'analyse

en fin de colonne (réfractometre ou collecteur).
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Figure 82. Principe des dosages des sucres par la méthode enzymatique
(A) Enzymes mises en jeux dans ce protocole de dosage. (B) Sucre dosé en fonction de la nature de
I'enzyme ajoutée au mix.
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I11.D. DOSAGES ENZYMATIQUE DES METABOLITES

B Dosage du G6P, du glucose, du fructose et du saccharose par la
meéthode enzymatique

Au spectrophotomeétre, ajouter dans une cuve 10 a 100 pL d’essai; ATP 1mM ;
NAD* 1mM ; MgCl, 1mM ; tampon PiK QSP 1000uL. Bien agiter puis lire la DO a
340nm en mode cinétique. Le dosage du G6P se fera par lI'addition de 1 U de
G6PDH a NAD™, le dosage du glucose, par I'ajout de 2U d’hexokinase (HK), le
dosage du fructose, par I'ajout de 1U de phosphoglucoisomérase (PGI) et le
dosage du saccharose par l'ajout de 10pL d’une solution d’invertase saturée
(dans 1mL de tampon, rajouter I'enzyme jusqu’a ce qu’elle ne se dissolve plus).
Les quantités de sucres sont déduites en utilisant un coefficient d’extinction
molaire du NADH de 6,2 mM*.cm™ (Figure.82).

- tampon PiK : EDTA 1 mM ; K;HPO4, 25mM ; KH,PO4 25mM (pH 7,5 avec
KOH).
B Extraction perchloriqgue et dosage de I'ATP et de I’ADP

L'extraction acide est réalisée a 0-4°C a partir d’environ 50 mg de poudre de
matiere fraiche auxquels 400 ul d'un mélange d’acide perchlorique (PCA) / EDTA
(1 M/25 mM) sont ajoutés. Les tubes sont centrifugés a 16000 g pendant 10 min
a 4°C. Le surnageant est neutralisé en ajoutant un mélange KOH/Mops (3 M/0,3
M) jusqu’a une valeur de pH comprise entre 5,5 et 6,5 puis centrifugé a 16000 g
pendant 10 min a 4°C. Le dosage doit étre réalisé extemporanément sur le
surnageant pour éviter toute dégradation de I’'ATP. Il est effectué grace au kit
ATPlite 1 step (PerkinElmer) contenant la luciférine-luciférase (réactif AMR).
Plusieurs répliquas technologiques sont réalisés en utilisant différents volumes de
surnageant. Le mélange réactionnel contenant I'extrait contient 50 pl (QSP) de
tampon Tris 0,1 M Tris-acétate (pH 7,7 avec KOH), 2 mM EDTA et 50 ul d’AMR.
Pour I’ATP, la réaction est la suivante: AMR + ATP; -> AMR + AMP + PPi + hv;.
Pour la somme ATP+ADP, deux réactions successives sont générées :

(1) ADP + PEP -> ATP, + pyruvate

en présence de 0,5 unité de pyruvate kinase pendant 15 min pour transformer
tout I'’ADP en ATP dans 50 pl gsp de tampon 0,1 M Tris-acétate, 2 mM EDTA (pH
7,7 avec KOH).

(2) AMR + ATP;;+2-> AMR + AMP + PPi + hvy,,



en présence de 50 pyl d’AMR. L’émission de lumiére par la luciférine (hv; et hvy,,)
est mesurée pendant 10 secondes au luminometre (BioOrbit). Les concentrations

sont déduites de gammes étalons en ATP de 5 a 100 pmoles.

II1.E. DOSAGES COLORIMETRIQUES

B Dosage du phosphate inorganique (Pi)

Placer les échantillons a doser en présence de réactif molybdate puis, placer 30
minutes a l'obscurité sous agitation constante et lire la DO a 610 nm. En
parallele, une courbe étalon de Pi (1 a 10 nmol de PiK ou 50 a 400 nmol de PiK,

selon la sensibilité du réactif) est préparée.

- réactif molybdate: selon la quantité de Pi présent dans l'essai, deux
types de réactifs sont utilisés. Le premier, de plus faible
sensibilité (Sumner, 1944), consiste a ajouter a l'essai (QSP 3 mL) le
mélange réactionnel suivant: 0,75 N H2S04, 0,66 % (p/v)
heptamolybdate d’ammonium, 0,8 % sulfate ferreux (préalablement
dissous dans 7,5 N d’'H2S04). Le second, de plus forte sensibilité (Cogan
et al., 1999), consiste a ajouter a I'essai (QSP 0,8 mL) les deux réactifs
suivants : 172 uL de 28 mM heptamolybdate d’ammonium (dissous dans
2,1 N d'H2S04) et 128 yL de 0,75 mM vert malachite (dissous dans de
I'eau milliQ contenant 0,35 % (v/v) de Nonidet NP40).

B Dosage des protéines

Les protéines sont dosées a l'aide du réactif Coomassie Plus - The Better
Bradford™ Assay Reagent (Pierce). La gamme étalon est obtenue par dilution
sériée d’une solution mére de BSA a 2mg.mL™. La lecture est effectuée & 595nm

au lecteur microplaque "Thermo Labsystems Multiskan Ascent".

I11.F. DOSAGES DES ACTIVITES ENZYMATIQUES

Une unité internationale (1Ui) représente la transformation d’'une pmole de
substrat ou la production d‘une pymole de produit par minute. Quel que soit le
protocole de dosage, la proportionnalité de l'activité mesurée en fonction du
volume d’essai a été vérifiée.

B Préparation des échantillons
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A partir d’environ 200mg de matiére fraiche, broyer finement les tissus au
broyeur a bille (Retsch MM300 Tissue lyser ; préférer les tubes 2mL a fond rond
a vis + 1 bille de tungstene). Procéder en 3 étapes successives (3 x 60 sec a
30Hz) en replongeant a chaque pause les échantillons dans de |'azote liquide.
Rajouter le tampon d’homogénéisation a 4°C (1mL pour 200mg MF) ; incuber
dans la glace pendant 1 minute puis centrifuger a 2000g pendant 5 minutes,

toujours a 4°C.

- tampon d’homogénéisation: EDTA 10mM ; Triton X100 1% (v/v) ;
BSA 1% (p/v); Tris 50mM (pH 7,5 avec KOH). Les composés qui suivent
sont a rajouter le jour méme de l'expérience : DTT 2,6mM et cocktail
d’inhibiteurs de protéases (Roche Applied Sciences, cOmplete, EDTA-free

Protease Inhibitor Cocktail ; 1 pastille pour 15mL).

B Activité phosphatase acide et neutre

Le volume d’essai (5 a 100 pl) est incubé dans 1 mL QSP de tampon acide ou le
tampon neutre. Placer au bain Marie a 25°C et démarrer par l'addition du
substrat (5mM de G6P, de F6P ou d’ATP). Prélever a 5, 10, 20 et 40 minutes 180
ML de la solution et la placer dans un tube 0,5mL contenant 20uL de PCA a 35%
(v/v) afin de bloquer la réaction, agiter. L'activité phosphatase est quantifiée en
mesurant la quantité de Pi apparu. Pour cela, centrifuger les tubes a 2000g
pendant 5 minutes, prélever 40uL du surnageant et rajouter 200uL de réactif

molybdate de sensibilité appropriée.

- tampon acide: EDTA 1mM, MgCI2 1 mM, acétate d’'ammonium 50mM (pH
5 avec KOH).

- tampon neutre: EDTA 1mM ; MgCl, 10mM ; Hepes 50mM (pH 7,5 avec
KOH).

B Activité invertase acide et neutre

Prélever 50 a 100 pyL d’essai dans du tampon acide ou du tampon neutre
(QSP = 1000 pL). Placer au bain Marie a 25°C, démarrer la réaction en ajoutant
8 mM saccharose et prélever a 5, 10, 20 et 40 minutes 180uL de la solution et la
placer dans un tube contenant 50uL de 500mM de NaOH afin de stopper la

réaction, bien agiter. La méthode étant basée sur un dosage enzymatique, I'essai
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est neutralisé avant dosage avec 50uL de 500mM d’HCI. Centrifuger les tubes a
2000g pendant 5 minutes, prélever 20uL du surnageant pour y doser le glucose
et le fructose apparu selon le protocole décrit en amont.

B Activité PEP phosphatase acide

Prélever 10 a 100 pL d’essai, rajouter du MgCl2 1 mM; de la lactate
déshydrogénase (LDH) 0,5U ; NADH 100uM. Compléter avec du tampon acide a
QSP = 600pL. Démarrer la réaction pour lI'ajout de 4 mM de PEP et suivre la
disparition du NADH a 340nm au spectrophotométre (SAFAS, Monaco)
thermostaté a 25°C. L'activité est calculée a partir des pentes initiale du graphe
DOs40nm = f° (temps) et en utilisant un coefficient d’extinction molaire du NADH

de 6,2 mMt.cm™.

B Activités gluco- (GK) et fructokinase (FK)

Prélever 10 ou 20 pL d’essai, rajouter du MgCl2 1 mM, du glucose (activité
glucokinase) ou du fructose (activité fructokinase) 2mM ; glucose-6-phosphate
déshydrogénase (G6PDH) 1U ; NADP* 0,5mM ; PGI 1U (activité fructokinase).
Compléter avec du a QSP = 450uL. Démarrer la réaction par
I'ajout del mM d'ATP et suivre l'apparition du NADPH a 340nm au
spectrophotomeétre (SAFAS, Monaco) thermostaté a 25°C. L'activité est calculée
a partir des pentes initiale du graphe DOssnm = f° (temps) et en utilisant un

coefficient d’extinction molaire du NADPH de 6,2 mM*.cm™. (figure.83).

B Activité phosphofructokinase (PFK)

Prélever 10 a 20puL d’essai, rajouter du F6P 5mM ; aldolase 1U ; triose phosphate
isomérase 1U ; glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GDH) 2U ; NADH
100 pM. Compléter avec du QSP = 500uL (figure.84).
Démarrer la réaction pour I'ajout de 1 mM d’ATP et suivre la disparition du NADH
a 340 nm (cf. IV-I).

B Activité saccharose synthase (SUSY) et saccharose phosphate
synthase (SPS)

A 10 ou 20puL d’essai , rajouter du MgCl2 1 mM ; G6P 17,5mM (activité SPS) ;
pyruvate kinase 1U ; lactate déshydrogénase 1U ; NADH 0,2mM ; PEP 2mM ;
UDPG 2mM (activité SuSy) ou 30mM (activité SPS). Compléter avec du

a QSP = 500pL. Enregistrer le cinétique pendant quelques minutes puis
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démarrer la réaction pour l'ajout de 0,1 mM de fructose (activité Susy) ou 5 mM
de F6P (activité SPS) et suivre la disparition du NADH a 340 nm (cf. IV-I).

B Activité a-mannosidase

Mélanger 5 a 10 pL d'essai a QSP = 50uL de tampon citrate dans une
microplaque protégée de la lumiére. Démarrer la réaction par l'ajout de 0,5 mM
4-méthylumbelliferyl-a-mannopyranoside (MUM) (préparée extemporanément
dans l'eau chaude). Agiter et incuber a 25°C ; a plusieurs temps (t=0min, 5min,
10min, 20min, 40min, 60min), rajouter 130 mM de Na,CO; pour stopper la
réaction. Agiter puis déterminer la fluorescence de la 4-méthylumbelliferone
(MU) a l'aide d’un spectrofluorimétre (SAFAS Xenius XC, Monaco). En paralléle,

une gamme étalon de MU est construite (2, 20, 50 et 100 uM). Les réglages de

I'appareil sont les suivants : Aexcitation 360nm ; Aémission = 450nm. La

tension du tube photomultiplicateur (PM) est ajustée sur la plus haute

concentration de la gamme de MU (Mora-Montes et al., 2004).

- tampon citrate: Citrate 100mM (pH 4,5 avec KOH).

B Activité glucose-6-phosphate déshydrogenase (G6PDH)

Rajouter au volume d’essai (10 a 100 pL)du MgCl, 1mM et NADP* 0,5mM.
Compléter avec du tampon PiK a QSP = 500uL. Démarrer la réaction par l'ajout
de 5 mM de G6P et suivre I'apparition du NADPH a 340nm (cf. IV-L) (figure.85).

B Activité glyceraldehyde-3-phosphate deshydrogenase (GAPDH) a
NADP* et a NAD*

Rajouter au volume d’essai (10 a 100 pL) du MgCl, 1mM ; ATP 5 mM ; NADPH
100 pM (GAPDH & NADP+) ou NADH 100 upM (GAPDH & NAD+); triose-P
isomérase 1U ; phosphoglycérate kinase (PGK) 10 U. Compléter avec du
tampon PiK a QSP = 500uL. Démarrer la réaction par l'ajout de 2 mM de 3-
phosphoglycérate et suivre I'apparition de NADPH (GAPDH a NADP+) ou de NADH
(GAPDH a NAD+) a 340nm au spectrophotomeétre (SAFAS, Monaco) thermostaté
a 25°C. L'activité est calculée a partir des pentes initiale du graphe DOs40nm = f°
(temps) et en utilisant un coefficient d’extinction molaire du NADPH et du NADH

égal a 6,2 mM*.cm™)(figure.85).

ITI.G. MARQUAGES ISOTOPIQUES & DETERMINATION DES RAS




B Marquage de tissu racinaire en culture

Les racines sont cultivées 24H avec un milieu MS complémenté avec du 200 mM
de glucose ou de fructose froid afin de les acclimater au stress de coupure. A
différents temps (J+1 , J+2 ou J+3), les racines sont prélevées et placées dans
10mL de milieu MS complémenté avec 200mM de [U-'*C] glucose ou de [U-14C]
fructose a une valeur de RAS entre 30 a 80 dpm.nmol™®. Les prélévements se
font ensuite entre 10 minutes et 24H. Pour les temps supérieurs a 4H, le CO2 est
piégé dans de la potasse. Les racines sont rincées avec du milieu froid glacé et
de I'eau glacé et congelées dans |'azote liquide en trois parties aliquotes. Dans
toutes les analyses, les radioactivités seront normalisées a la RAS du précursseur

au moment de I'incubation pour comparer les expériences entre elles.

B Détermination de la RAS du saccharose, du glucose et du
fructose

La radioactivité spécifigue (ou RAS) d'un métabolite est la quantité de
radioactivité par mole de ce métabolite. Les sucres sont séparés et quantifiés par
HPLC (cf. IV.E.). Cinquante microlitres d’extraits (cf. IV.D) sont injectés puis les
trois sucres sont collectés en sortie de colonne par un collecteur. Le rendement
de collecte est calculé par l'injection d’une solution de sucre de RAS connue. La
radioactivité est quantifiée au compteur a scintillation en utilisant le liquide a

scintillation Ultima Gold®, Perkin Elmer).

B Détermination de la RAS du G6P

Dans un premier temps le G6P est dosé enzymatiquement selon la méthode
décrite en IV.B. Dans un second temps, la concentration en G6P dans les extraits
a doser est amenée a la valeur de 0,5 mM par l'ajout de G6P froid. Les essais
sont placés dans un tampon PiK (QSP 0,5 mL) avec de la glucose-6-phosphate
déshydrogénase a NADP* (G6PDH) 3U, de la 6-phosphogluconate
déshydrogénase (PGDH) 2U et du NADP 3mM. Au centre d’une fiole de 30mL
fermée hermétiquement se trouve un récipient contenant un fragment de papier
Watmann imbibé d’une solution de KOH a 2% . Incuber 1H45 puis injecter dans
le mileu réactionnel a I'aide d’une seringue une solution de HCI (100mM final).
L'acidification entraine la libération du CO, radioactif qui se trouve désormais
piégé dans le KOH du papier Watmann. Ce dernier est récupéré et le récipient

central est rincé et la radioactivité est quantifiée au compteur a scintillation. Le
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rendement de la décarboxylation (de l'ordre de 60 a 70%) est déterminé en
utilisant des solutions standards de [U-14C] G6P et en mesurant |la production de
NADPH au spectrophotomeétre a partir d’'une solution étalon de G6P. Le CO2
radiomarqué doit étre multiplié par 6 pour calculer la RAS du [U-14C] G6P.

B Activité G6Ppase sur vacuoles intactes

Compléter la suspension de vacuoles isolées a 1,5mL avec du tampon sorbitol,
rajouter de I’ATP 5mM. Démarrer la réaction en ajoutant 5 mM de [U-14C]-G6P
100 dpm.nmol™? Prélever 500uL & 10, 20 et 40 minutes et bloquer la réaction en
placant les 10 minutes a 100°C. Déposer les prises d’essais sur une colonne
échangeuse d’anions (AG 1-X8) et laver la colonne avec 4 volumes d’eau . Le
14C-G6P est piégé dans la colonne, le *C-glucose est récupéré en sortie de
colonne ; évaporer au speedvac la fractions récoltée puis reprendre dans 200uL

d’eau. Quantifier la radioactivité au compteur a scintillation (figure.86).

- tampon sorbitol: Sorbitol 0,5M; DTT 1mM ; KCI 30mM ; BSA 0,1%
(p/v) ; Hepes 200mM (pH 7,2 avec KOH).

IV. TRAITEMENT DES DONNEES PAR INFORMATIQUE

B Tests statistigues

Les écarts des valeurs expérimentales correspondent aux écarts types ou aux
écarts moyens. Le type d’écart utilisé est systématiquement précisé, ainsi que le
nombre de mesures pour les calculer. Les tests statistiques présentés sont des

test de Student calculés a partir des formules Excel 2007.

B Régressions mathématiques

Les régressions linéaires et non linaires sont faites en utilisant la fonction
SOLVEUR d’EXCEL 2007 ou en utilisant le logiciel Kaleidagraph. Dans ce dernier

cas, les erreurs sur les parameétres sont calculées.

B Modélisation : utilisation du logiciel COPASI

L'élément "Steady-state" permet de calculer les concentrations des espéces a
I’état stationnaire métabolique. Les résultats concernent uniguement les espéces
qui ont été définies comme étant des variables, c’est-a-dire dont |‘option

"Simulation Type" est renseignée avec le parametre "Reactions".



ii) L'élément "Sensitivities" permet d’effectuer des tests de sensibilité du modeéle.
Elle consiste a mettre en évidence les parametres fixes du modele (Vmax, Km,
Kéq, Ki, cofacteurs, etc.) qui ont le plus d’influence sur les variables calculées a
I'état stationnaire.

parametres, de faire converger les concentrations calculées par le modéele a I'état
stationnaire vers les valeurs de ces mémes concentrations obtenues
expérimentalement.

en fonction du temps. Nous utiliserons cet outil pour simuler les cinétiques de
marquage de certains métabolites a partir d'un précurseur radioactif et ceci a
I'état stationnaire métabolique. Cette simulation nécessite de modifier
sensiblement le paramétrage du modeéle : les concentrations des espéces
chimiques sont fixes et égales aux valeurs déterminées par I'outil "steady-state"
et les variables du modele deviennent les radioactivités spécifiques de ces
mémes especes.

v) L'élément "Metabolic Control Analysis" permet de calculer, a I'état stationnaire
considéré, les coefficients d’élasticité des enzymes et surtout les coefficients de
contréle des flux ainsi que les coefficients de controle des concentrations. Cet
outil analytique permet de mettre en évidence Iétape (ou les étapes)
enzymatique(s) qui contrdle(nt) particulierement tel flux métabolique ou tel pool

de métabolite, selon le formalisme qui est détaillé en annexe S7.

a. L’outil d’optimisation en détail

Le choix des parametres a ajuster (Km, Ki, Vmax,...) se fera en fonction des
résultats du test de sensibilité et de I'état des connaissances sur les parametres
considérés. La méthode des moindres carrés a été utilisée pour minimiser le
score entre les valeurs prédites par le modele et des valeurs mesurées
expérimentalement. A chaque itération, le logiciel choisit de facon aléatoire la
valeur du parametre a l'intérieur d’un intervalle prédéfini par I'utilisateur. En
fonction du modele et de la capacité de calculs de l'ordinateur, les solutions
peuvent sortir trés rapidement (quelques secondes) ou non (plusieurs jours avec
la possibilité de ne jamais trouver de solutions). La limitation de cet outil
d’optimisation est le nombre de parameétres a optimiser. Plus celui-ci est grand,

plus la résolution est longue et combinatoire. Dans la mesure du possible, nous
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avons multiplié les itérations (jusqu’a plusieurs millions) afin de définir un jeu de
parametres moyens respectant les contraintes imposées, et donc s’approchant

de la situation expérimentale.
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Annexe S1. Equations différentielles correspondant a chaque modele

Egquations différentielles de la version MO du
modéle :

d[HexP]/dt = -1%v10 + 1#v3 + T¥v5 - 2%v6 - 1%v8
d[Gle] dt = 1%v2 - 1%v3 + 1%v9

d[Suc]/dt = 1%v7 + 1%v8 - 1%v9

d[Fru]/de = T%v1 - 155 - 1598 + 149
d[Suc6P]/dt = 1#v6 - 1*v7

Equations différentielles de la version M1 du
modéle :

d([HexPJ*cytosol)/dt = - 1*v10*cytosol  +
1*v3*cytosol + 1*v5*cytosol - 2*vG*cytosol - 1*v8
cytosol

d([Glc]*cytosol)/dt = -1*v16*1 + 1*v2%1 -
1*v3*cytosol + 1*v9*cytosol

d([Glevac]*vacuole)/dt = 1*v16*1 + 1*v15%vacuole

d([Suc]*cytosol)/dt = -1*v11*1 + 1*v7*cytosol +
1*v8*cytosol - 1*v9*cytosol

d([Sucvac]*vacuole)/dt = 1*v11*1 - 1*v15*vacuole
d([Fruvac]*vacuole)/dt = 1*v15*vacuole + 1*v17*1

d([Fruj*cytosol)/dt =  1¥17#1 + I¥v1*l -
1*v5*cytosol - 1*¥v8*cytosol + 1*v9*cytosol

d([Suc6P]*cytosol)/dt = 1*v6*cytosol - 1*v7*cytosol

Equations différentielles de la version M2 du
modéle :

d([HexPJ*cytosol)/dt = -1*v13*1 - 1*v10*cytosol +
1*v3*cytosol + 1*v5*cytosol - 2*vG*cytosol - 1*v8
cytosol

d([G6Pvac]*vacuole)/dt = 1*v13*1 - 1*v14*vacuole

d([Glc]*cytosol)/dt = -1*v16*cytosol + 1*v2*1 -
1*v3*cytosol + 1*v9*cytosol

d([Glevac]*vacuole)/dt = 1*v16*1 + 1*v15%vacuole
+ 1*v14*vacuole

d([Suc]*cytosol)/dt = -1*v11*1 + 1*v7*cytosol +
1*v8*cytosol - 1*v9*cytosol

d([Sucvac]*cytosol)/dt = 1*v11*1 - T*v15%*vacuole
d([Fruvac]*vacuole)/dt = 1*v15*vacuole + 1*v17*1

d([FruJ*cytosol)/dt = -1*v17*1 + 1+vI1*¥1 -
1*v5*cytosol - 1*v8*cytosol + 1*v9*cytosol

d([SucGP]*cytosol)/dt = 1*vG*cytosol - 1*v7*cytosol

Equations différentielles de la version M3 du
modéle :

d([HexP]*cytosol)/dt -1*%v13bis*1  -1*v13*1 -
1*v10*cytosol + 1*v3*cytosol + 1*v5*cytosol -
2*v6*cytosol - 1*v8 cytosol

d([G6Pvac]*vacuole)/dt = 1*v13*1 - 1*v14*vacuole

d([F6Pvac]*vacuole)/dt = 1*v13bis*l -
1*v14bis*vacuole
d([Glc]*cytosol)/dt = -T*v16*1 + 1*v2*¥1 -

1*v3*cytosol + 1*v9*cytosol

d([Glevac]*vacuole)/dt = 1*v16*1 + 1*v15*vacuole
+ 1*v14*vacuole

d([Suc]*cytosol)/dt = -1*v11*1 + 1*vT*cytosol +
1*v8*cytosol - 1*v9*cytosol

d([Sucvac]*cytosol)/dt = 1*v11*1 - 1*v15*vacuole

d([Fruvac]*vacuole)/dt = 1*v15*vacuole + 1*v17*1
+ 1*v14bis*vacuole

d([Frufcytosol)/dt = -T+17#1 + TRvl¥l -
1*v5*cytosol - 1*v8*cytosol + 1*v9*cytosol

d([SucGP]*cytosol)/dt = 1*v6*cytosol - T*v7*cytosol



Annexe S2. Paramétrage initial des modéles

Reaction/ Parameter

Initial model value

References & Range/values

Organism / culture

Reactions 1land 2 : Glucose & fructose [a]; [b]
diffusion and uptake
Glcex -» Glc or Fruex -> Fru 0.0005-0.001 0.0033[%] ah bﬁ:;bac:coﬂleaf{ij I
D1 0.0046[u] Petunia hybrida / 2 day-old Corollas [u]
Reaction 3: Glucokinase [cl: [d]; [e]
=
ﬁ::l;-;w GoP +ADP 0.65*{this study) 0.197[a] Plant hexokinase / various [§]
’ . Sugar cane / culm tissue & cell culture [a
Km3Gle 0.02 [0.03-0.13] [a]; 0.07[b]; [0.02:0.13] [f] | **&*" ! ain:ane,-"n:ulmtiSSUE[bj [a]
Km3ATP 0.25 [0.1-0.56] [a]; 0.25[b] € Mays /1o K
Ki3GEP 4 4[B]. [a]& [b] ays /no Ki [f]

Reaction 5: Fructokinase
Fru+ ATP -> F6P + ADP

[c]:[d]

Maize / roots [e]

Vmax3 0.45%(this study] Sugar cane / culm tissue & cell culture [a]
KmSFru 0.077 [0.04-0.22] [a] ; [0.028-0.074] [b] e Sugar cane / culm tissue [b]
KmSATP 0.13 [0.046-0.67] [af; [0.14-0.18] [b] Arr:rbr’dg sis thaliona f various organs
KiSADP 2 [1-5] [a]; [0.05-1] [e]: >10[d] P £
KiSFru 12 [1-21 [af; 0.016 [b]; [2-25] [e]; =S[d]

Reaction 6: Sucrose-6-phosphate synthase [b]: [e]

UDPG + F6P = SuceP + UDP

Kegb 10 [5-10] [a] [4]

Wmaxef 0.21*(this study)

Wmaxer 0.11 Vi =1.9[a]

KmBFeP 0.6 [0.3-2] [a]; [0.7-0.5] [3] Sugar cane / culm tissue & cell culture [a]
KEmBUDPGIC 1.8 [1.2-3] [a]; [6.2-B] [3] Spinacia oleracea [ leaves [3]
KmsUDP 0.3 0.3 [estimate) [a] Pisum sativum L / seeds [4]
KmBSucoP 0.1 0.1 [estimate) [a]

Ki6Pi 3 [0.2-85] [a]

KigF&P 0.4 0.4 (estimate)[a]

KisUDPGIc 1.4 1.4 (estimate) [a]; [9.1-9.7] [§]

KigSuctP 0.07 0.07 (estimate) [a]

Reaction 7: Sucrose-6-phosphatase [b]:[c]

SucbP+ H;O-=Suc+Pi Sugar cane / culm tissue & cell culture [af
Vmax? 0.21 = vmaxb

Km75sucol 0.1 [0.045-0.15][a]
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Reaction 8: Sucrose synthase
S5uc+UDP=UDPG + Fru

Kegs 0.5 0.5 [b]; [0.15-0.56] [s]; [0.3-0.6] [z]
Vmaxaf 0.077 WiV =0.25]s]
Vmax8r 0.31*(this study) [10-400] [b]; [33.6-38.2] [s]; [22-30] [z]
Kmasuc 50 [0.1-1.7] [b]; = 0.00189 [s]; [0.0076- Sugar cane / culm tissue [b]
KmBUDP 0.4 0.032] [z] Sugar cane / culm tissue [b]
Km8UDPGIc 0.3 [0.1-5 [b]; [0.42-0.45] [z]; [0.209-0.259]fs]; Sugar Cane [ leaf roll tissue [5]
Km&Fru 15 [1.6-8] [b]; [5.8-7.1] [s]; [1.05-2.65][z] Nicotiona tabacum L. / cell culture [z]
Kissuc 40 40[b]
KiSFru a 4 [b]; [3.9-4.1] [5]
KisUDP 0.3 0.3 [b]
Reaction 9: Neutral invertase [b]; [c]
Suc+H;0-* Glc + Fru
Vmax9 0.34 *(this study) 0.372[a] Sugar cane / culm tissue & cell culture [a]
KmS5uc 10 10fa]
KigFru 15 15[a] [?]
KigGlc 15 15[a] [?]
Reaction 10: Glycolysis
F6P -= ghycolysis Sugar cane / culm tissue [b]
Vmax10 0.65%(this study) 0.758 [b]
Km10FeP 0.76
Reaction 11: Vacuolar sucrose carrier [l
Suc=5ucvac

- & i
‘ﬁf]n = 10et®en Di:g ¢ 1.65 < Aph < 1.33 [this study) Arabidopsis thaliana [ leaves [h]
Vil D.D?S [10.9-12.2] [hj; 21 [g] Vicia faba / mesophyll protoplasts [g]
Km11Suc 12 [10.9-12.2] [h]; 21 [g]
Kmllsucvac 12
Reaction 13: G6P/Pi translocator [il:[il:[k]
G6P + Pivac = G6Pvac+ Pi
Keql3 = 10el*#H) 10 1.65 < Aph < 1.93 (this study) Maize / 14 days-old endosperm [I]
V13 0.025£.5 Estimate Pisum sativum L. / guard-cell chloroplasts
Vrl3 0.04 £S5 Vf/Vr = 0.625[&] [m]
Km13G6P 0.7 [0.6-0.8][1] Capsicum annuum L. / fruits [&]
Kil3Pivac 0.6 [0.5-0.71[1]
Ki13G6Pvac 1.1 [1-1.2] fl] ; [0.-0.33] [m]




Reaction 14: Vacuolar purple acid [cl: [d]
phosphatase
G6Pvac+ H;0 -= Glcvac + Pivac Lycopersicon esculentumy cell culture [n
Vmaxld 0.84%(this study) & v]
KmldGoPvac 2.5 [0.5-1.1] (this study)
Kml4F6Pvac 2.5 [2.6-3.4] (this study)
KiPivac 1 [0.42-1.6] [n]; [1.2-1.3] [v]
Reaction 15: Vacuolar acid invertase [cl; [d]; [e]
Sucvac+H; 0 -=Glc + Fru .

* : Sugar cane / culm tissue & cell culture [af
Vmaxls 4.3 this study 5 /leaf sheath
KiGlevac 15 15[a]; 37[y] ugarcane / leaf sheaths [y
KiEruvac 15 15[aJ; 32.25[y][?] .fpomoe.'r:r br:r?r:rfr:rs IT.,f'shDDts & roots [w]
KiEruvac 2.16[y][?] Arabidopsis tfrr:rhr:rnr:r ! Ieages [x & ]
Km15Sucvac 10 [7.97-10.1] [w]; [5-12] [x]; [11.3- Various plants [7]

15.5][¢b]
Reactions 16 & 17: Vacuolar glucose & [fl:[o]
fructose carrier
- - & i

ﬁf;f;ﬁiq]?_m& £H D.Egs 1.5-1.65 < Aph < 1.93-2 (this study) [a#c] Veast : heterolog;{us expression [p]
Vrlg=\rl7 0.07 5 ]
Km16Glc = Km17Fru 3.7 3.7[p]
Kml6Glcvac= Km17Fruvac 3.7 3.7[p]

Km unit is mM. Vmax unit is umol.min™.g" FW and diffusion coefficient (D1) is expressed in min

* To convert the specific activity of enzymes (mM.min™), a tissue density value of 1.1 g fresh weight per mL of cell was used corresponding to the

FW/DW ratio of 10.

$ For the vacuolar transport. when needed. the Vmax vas estimated using a vacuolar volume fraction of 0.8 ulL per uL. of cell. a vacuolar volume of

16.2 ul. per 10° vacuoles and a vacuolar protein content of 10 ug per ul. of vacuole (see references [£. q. r)).
£ Transport capacity has not been measured but protein has been detected in the vacuolar proteome (see references /f7. jj).

References used are as follows: faJ(Rohwer and Botha, 2001)./b] (Uys et al., 2007). fc] (Alonso et al., 2005). [d] (Gonzali et al., 2001). fe] (da-Silva et
al., 2001). /f] (Thom et al., 1982)./g] (Kaiser and Heber, 1984). fh] (Weise et al., 2000) . fi] (Jaquinod et al., 2007) . fj] (Schmidt et al., 2007) ./k]
(Quick and Neuhaus, 1996) .[I] (Kammerer et al., 1998). fm] (Ovetlach et al., 1993). /n] (Bozzo et al., 2004). foJ(Wormit et al., 2006). /p] (Aluri and
Bittnerr, 2007). fr] (Dietz et al., 1990). [s] (Schafer et al., 2005). fu] (Colén et al., 2009) . [v] (Bozzo et al., 2002). /w] (Wang et al., 2005). /x] (Tang et
al., 1990). [y] (Sampietro et al., 1980) [z] (Matic et al., 2004). [6] (Harbron et al., 1981). [gb] (Nigele et al., 2010). /8] (Claeyssen and Rivoal, 2007) . [4]
(Lunn and ap Rees, 1990). /&] (Quick and Neuhaus, 1996). /7] (Sturm, 1999). [/§] (McNeil et al., 2000a)
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Annexe S3. Parametres cinétiques de la SuSy utilisés dans les différentes versions du modéle
Selon (Rohwer and Botha, 2001; Schafer et al., 2005; Uys et al., 2007). Les Km et Ki sont exprimés en
mM.

. e T

KmSuc 22,51 70,55 25,9
KmUDP 0,4 0,58 0,14 0,00191
KmUDP-G 0,3 6,67 0,82 0,234
KmFru 15 12,29 18,08 6,49
KiUDP 0,3 0,3 0,3 0,0871
KiSuc 40 40 40 1390
KiFru 4 4 4 3,1

Annexe S4. Théorie du contrdle

Considérons la voie métabolique suivante traversée par un flux métabolique J :

>A ¢ sB«——C«< sD >
El E2 E3

La quantification du controle exercé par une étape enzymatique dans un réseau métabolique donné passe
par la définition de parameters (de deux types):

1) Les parametres globaux, définis au niveau du réseau entier :

X Le coefficient de contréle du flux | par une enzyme Ei :

‘dJ / dv,

S J Vi

Ce paramétre mesure l'influence d'une variation de la quantité (ou de l'activité ») de 'enzyme E7 sur la
p q y

grandeur du flux métabolique | traversant la voie métabolique a l'état stationnaire ss. L'expression
logarithmique permet de s'affranchir du probléme des unités par une normalisation des grandeurs.

=‘1J dE; =|dInJ/dInv;|

En considérant le flux J traversant une voie métabolique, I'équation de sommation montre que la somme
des coefficients de controle du flux | par toutes les enzymes de la voie métabolique est égale 4 1. On dit
alors que le contréle du flux | est partagé entre les différentes étapes constituant le réseau métabolique.
Dans notre exemple, nous avons :

J J J
(:E1 +CE2 +CE3 =1

X Le coefficient de le coefficient de contrdle de la concentration M par une enzyme Fi :

ey _|dM dE| _|dm dv|—|dInM/dInv.|
/e L/ v l

Ce parametre mesure l'influence d'une variation de la quantité (ou de l'activité ») de l'enzyme E7 sut la
grandeur de la concentration M a 'état stationnaire ss. L'expression logarithmique permet de s'affranchir
du probléme des unités par une normalisation des grandeurs.

En considérant le métabolite intermédiaire M, 'équation de sommation montre que la somme des
coefficients de contrdle de la concentration de M par toutes les enzymes de la voie métabolique est égale a
0. Dans notre exemple, nous avons :

C,El +C,§2 +C,§3 =0 et C,Sl +C,§2 +C,§3 =0



2) Les parameétres locaux, définis au niveau de chaque enzyme de la voie métabolique:

X Le coefficient d'élasticité de 1'enzyme Ei envers son substrat .S ou son produit P:

V. dVl/dS V. dVl/dP
eg =[—/— et gp =—/[—
vil S v,/ P

ss 1 SS

Ce parameétre mesure l'influence d'une variation d'un pool de métabolite S sur la vitesse » de l'étape
enzymatique Fj, dans les conditions de l'état stationnaire ss analysé. Il dépend des caractéristiques
cinétiques et thermodynamiques de l'enzyme considérée : plus une enzyme est saturée par son substrat,
moins elle répond a des changements de concentration et le coefficient d'élasticité envers son substrat est
alors faible ; plus une étape est éloignée de ’équilibre, moins I'enzyme répond a des changements de
concentration en son produit et le coefficient d'élasticité envers son produit est alors faible.

Les coefficients de controle de certaines étapes sont regroupés sous le méme terme (eg. transporteurs
d’hexoses et d’hexoses-Pi, phosphatase acide). Pour sommer les coefficients de controle (¢f figure.73 &

74), les relations suivantes doivent étre appliquées:

Considérons la variable » (flux, concentration, e#.) et le parametre p (Vmax, Eroul, €%, il est possible de
démontrer les relations suivantes :

v Vv \Y
CP1+P2 _Cpl +sz

Ci2 =(.Cr+v,.C2) (v, +V,)

vilv, _ ~v oV iV, _ Vv Vo
C4™ =C%—C% et C¥*% =C} +C!
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III. RESUME

Résumé

Les « Purple Acid Phosphatases » (PAPs) sont des phosphatases acides présentes dans le regne végétal et
animal. Elles sont caractérisées a la fois par la présence de sept acides aminés conservés impliqués dans la
structure d’un centre bimétallique et par leur couleur rose/violéte lorsqu’elles se trouvent en solution. Chez les
plantes, certaines PAPs présenteraient a la fois une activité phosphatase sur des métabolites (PEP, G6P...) et sur
des phospho-peptides (glycosidases...), d’'une part, et une activité peroxydase, de I'autre. Ces PAPs pourraient
donc, non seulement étre impliquées dans le métabolisme carboné, mais aussi dans la détoxication des
especes réactives de I'oxygéne. On compte a ce jour 29 génes codant pour des PAPs chez Arabidopsis thaliana ,
dont un certain nombre est induit par la carence en Pi et par le stress oxydatif ou la senescence. Parmi eux, le
gene de I'AtPAP26 (At5g34850) présente de trés fortes homologies de séquence avec des orthologues présents
chez d’autres plantes. La protéine AtPAP26, qui présente in vitro une activité phosphatase sur le PEP et le G6P
et une activité peroxydase, est sécrétée méme si de nombreux indices laissent penser qu’elle pourrait
également étre localisée dans la vacuole.

Notre objectif est d’étudier le réle d’AtPAP26 dans le métabolisme et le stockage des sucres dans la vacuole.
Notre hypothése de départ est que la protéine AtPAP26 pourrait intervenir via son activité phosphatase dans
un cycle de substrat vacuolaire impliquant le glucose-6-phosphate et le glucose. Nous avons montré que chez
le mutant pap26, l'activité glucose-6-phosphatase, mesurée in vitro et in organello, chute de maniére
importante. Parallelement, chez le mutant gpt2, le transport tonoplastique des hexoses phosphates diminue de
facon significative. Des expériences de marquages isotopiques sur du tissu racinaire en culture ont montré
gu’une part importante du glucose et du fructose ne provient pas de I'hydrolyse du saccharose et que AtPAP26
est en partie responsable de cette synthese. Enfin, par une approche in-silico, nous avons modélisé le
métabolisme des sucres dans un systeme compartimenté impliquant la vacuole et ses transporteurs. La
confrontation du modeéle avec deux jeux de données expérimentales (concentrations a I'état stationnaire et
cinétiques de marquage) a permis de confirmer I'existence d’une activité hydrolytique sur les hexoses
phosphates vacuolaires.

Abstract

«Purple Acid Phosphatases» (PAPs) are acid phosphatases found both in animal and vegetal kingdoms. They
are characterized by the presence of seven conserved amino acids involved in a di-metal center and by their
pink/purple color in solution. In plants, some PAPs exhibit an acid phosphatase activity on various phospho-
esters and on phospho-peptides. An alcalin peroxidase activity has been demonstrated in vitro. Therefore, PAPs
could be implicated both in the carbon metabolism and in the scavenging of reactive oxygen species. To date,
29 different PAP-encoding genes were identified in the Arabidopsis thaliana genome. Some of them are
induced by phosphate deprivation, oxidative burst or senescence. The gene encoding the protein AtPAP26
(At5g34850) exhibits a high sequence similarity with orthologous from other plants. The AtPAP26 protein,
showing both a phosphatase activity on PEP, G6P and F6P, and a peroxidase activity, is one of the most
abundant root-secreted acid phosphatases but also appears to be localized in the vacuole.

Our aim is to study the implication of AtPAP26 in the metabolism and storage of sugars in the vacuole. Our first
hypothesis is that AtPAP26, via its phosphatase activity, could be involved in a glucose / glucose-6-phosphate
cycle localized in the vacuole. We showed that the glucose-6-phosphatase activity in the pap26 mutant is highly
affected both in vitro and in organello compared to the wild type. At the same time, the hexose phosphate
transport capacity of the vacuole is highly affected in the gpt2 mutant compared to the wild-type. Moreover,
isotopic labeling experiments performed on cultured root tissues have shown that a significant part of the
intracellular glucose and fructose pool does not originate from sucrose and that AtPAP26 is, at least in part,
responsible for this synthesis. Finally, we build a kinetic model of sugar metabolism in a compartmented
system which has been validated by using two independent experimental data sets (steady state
concentrations and kinetics of labeling of soluble sugars). This in silico modeling approach confirmed the
involvement of a hexose phosphatase activity localized in the vacuole.



