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I. Introduction bibliographique 

 

Ce travail de thèse porte sur l’étude du rôle des enzymes ALDH10 dans la biosynthèse de la 

carnitine et la physiologie de la plante chez Arabidopsis. 

Ce projet a été réalisé au sein du laboratoire génie enzymatique et cellulaire (unité mixte de 

recherches CNRS 7025), en lien avec le thème métabolisme végétal et bioressources développé 

par le laboratoire. L’un des axes majeurs de recherches développés dans ce thème porte sur 

l’étude du métabolisme lipidique chez les plantes oléagineuses, dont Arabidopsis. Ceci s’inscrit 

dans une volonté de valoriser à terme les huiles végétales pour l’industrie agroalimentaire et la 

chimie verte. L’amélioration des agroressources pour l’industrie et la production d’huiles 

végétales rend indispensable une meilleure compréhension du métabolisme oléagineux. 

La carnitine est un acide aminé non protéinogène dont le rôle dans le métabolisme lipidique 

chez les animaux et les levures est bien documenté. Elle intervient dans le trafic intracellulaire 

des acides gras et de l’acétate (Bremer 1983; Steiber et al. 2004). Elle permet notamment le 

transport des acides gras vers la matrice mitochondriale, dans laquelle ils peuvent subir la β-

oxydation. La carnitine joue également un rôle dans la protection contre le stress osmotique et 

le stress oxydatif (Peluso et al. 2000; Gómez-Amores et al. 2007). 

Chez les plantes, la carnitine est présente mais son rôle précis demeure peu documenté. Notre 

laboratoire a mené des recherches pour approfondir les connaissances au sujet du rôle de la 

carnitine dans la physiologie de la plante. Ceci a permis d’identifier et de quantifier chez les 

plantes des esters d’acylcarnitines aux côtés de la carnitine libre (Bourdin et al. 2007; Nguyen 

et al. 2016), démontrant l’intervention de la carnitine dans le métabolisme lipidique chez les 

plantes, comme chez les animaux et les levures. Notre laboratoire a également montré que la 

carnitine exogène module l’expression de gènes impliqués dans la réponse au stress et à l’acide 

abscissique, et protège les plantes contre le stress salin et oxydatif (Charrier et al. 2012). Ces 

données montrent que la carnitine a des implications physiologiques similaires chez les plantes 

et les animaux.  

L’élucidation du rôle de la carnitine chez les plantes nécessite l’identification et l’étude de 

mutants affectés dans leur capacité à synthétiser cette molécule. La voie de biosynthèse de la 

carnitine chez les animaux et les levures est bien caractérisée. La carnitine est synthétisée à 

partir de la triméthyllysine (TML) via quatre étapes, catalysées chacune par une enzyme qui est 
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caractérisée (Vaz and Wanders 2002; Strijbis et al. 2009). Notre laboratoire a montré que la 

voie de biosynthèse de la carnitine chez les plantes pourrait suivre les mêmes étapes que chez 

les animaux et les levures (Rippa et al. 2012). Une recherche par homologie de séquences a 

permis d’identifier les enzymes aldéhyde déshydrogénases 10 (ALDH10) comme étant 

potentiellement impliquées dans la voie de biosynthèse de la carnitine (Rippa et al. 2012; Zhao 

2014). Plusieurs fonctions biologiques ont été attribuées à cette famille d’enzymes, notamment 

la synthèse d’osmoprotectants tels que la glycine bétaïne et le GABA. Des études suggèrent 

également que certaines ALDH10 végétales seraient capables de synthétiser in vitro de la γ-

butyrobétaïne (Tylichová et al. 2010; Kopečný et al. 2013), le précurseur direct de la carnitine 

chez les animaux et les levures. Deux isoenzymes ALDH10 sont identifiées chez Arabidopsis, 

mais leur implication dans la biosynthèse de la carnitine n’a encore jamais été étudiée. 

Ce travail de thèse a donc pour objectif d’étudier le rôle des AtALDH10 dans la voie de 

biosynthèse de la carnitine et dans d’autres processus physiologiques chez Arabidopsis. Tout 

d’abord, les enzymes recombinantes ont été produites et caractérisées in vitro. Ensuite, l’effet 

de leur perte de fonction a été étudié in planta. Enfin, une recherche exhaustive d’enzymes 

associées à la synthèse de carnitine ou à son activité de transport des acides gras et de l’acétate 

a été menée au moyen de recherches bioinformatiques approfondies. Cette étude a pour but 

d’approfondir les connaissances portant sur la voie de biosynthèse et la fonction de la carnitine 

chez les plantes, en tirant profit de ce qui est connu chez l’animal et la levure. Une 

caractérisation fonctionnelle des candidats identifiés a été initiée.  
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A. La carnitine 

1. Données générales sur la carnitine 

La carnitine, ou L-3-hydroxy-4-N-N-N-triméthylaminobutyrate (L-carnitine), de formule 

chimique C7H15NO13, est un acide aminé non protéinogène appartenant au groupe des composés 

à ammonium quaternaire. Elle est aussi appelée vitamine BT, car elle a été identifiée 

historiquement comme étant requise pour la croissance du ver de farine (Tenebrio molitor). La 

carnitine est identifiée chez tous les règnes vivants. Deux stéréoisomères existent : la D-

carnitine et la L-carnitine. Seule cette dernière est biologiquement active (Harmeyer, 2002). La 

carnitine porte une fonction hydroxyle, qui peut intervenir dans la réaction d’estérification avec 

les acides gras ou l’acétate (Figure 1). Cette réaction est catalysée par les enzymes carnitine 

acétyl(acyl)transférases. Chez les animaux, le rôle le mieux caractérisé de la carnitine concerne 

le transport intracellulaire des acides gras et de l’acétate. Elle est également impliquée dans 

l’homéostasie cellulaire. Des fonctions similaires ont été décrites chez les plantes, mais le rôle 

précis de la carnitine dans le métabolisme végétal reste peu documenté. 

 

Figure 1 : Structure chimique de la carnitine 

2. La carnitine chez les animaux et les micro-organismes 

a. Détection de la carnitine chez les animaux et les micro-organismes 

La carnitine (du Latin « carna » signifiant « chair ») a été découverte en 1905 dans des extraits 

de muscles squelettiques par deux équipes de chercheurs (Gulewitsch and Krimberg 1905; 

Kutscher 1905). Depuis, la carnitine a été identifiée chez tous les principaux groupes 

biologiques. Chez les animaux, elle a été détectée dans plusieurs organes : le foie, les muscles 

squelettiques, le cerveau, le cœur ou encore le rein (Nakano et al. 1989; van Vlies et al. 2005) 

(Tableau 1). Elle a également été quantifiée chez plusieurs espèces de champignons, tels que la 

levure Saccharomyces cerevisiae (Fraenkel, 1953) et Neurospora crassa (Kaufman & Broquist, 

1977). 
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Tableau 1 : Concentrations en carnitine dans quelques tissus animaux et chez les levures. La 

méthode de mesure est précisée. ME : méthode enzymatique, TB : test utilisant la larve de 

ténébrion, ou LC-MS/MS : chromatographie en phase liquide couplée à la spectrométrie de 

masse. MF : masse fraiche. 

 
Espèce et tissu Contenu en 

carnitine 

(µg g-1 MF) 

Méthode de 

mesure 

Animaux Foie humain 120,9  ME 

 Muscle squelettique 

humain 

16,1  ME 

 Cerveau humain 354,6  ME 
 

Foie de souris 38,8 ± 4,2  LC-MS/MS 

Cœur de souris 112,6 ± 30,9  LC-MS/MS 

Rein de souris 64,4 ± 5,8  LC-MS/MS 

Muscle squelettique de 

souris 

35,6 ± 6,0  LC-MS/MS 

Cerveau de souris 17,9 ± 5,3  LC-MS/MS 

Champignons Saccharomyces cerevisiae Jusqu’à 35  TB 

Neurospora crassa 28  TB 

b. Rôle dans le métabolisme lipidique 

Chez les animaux et les levures, la carnitine joue un rôle fondamental dans le métabolisme 

lipidique. Son activité implique les enzymes carnitine acyl(acétyl)transférases, en charge de 

l’estérification de la carnitine avec les acides gras ou l’acétate en acyl(acétyl)carnitine (Bremer 

1983). Les carnitine acyl(acétyl)transférases sont réparties en quatre catégories selon leur 

spécificité de substrat (Ramsay et al. 2001). Les carnitine acétyltransférases (CAT ; EC 2.3.1.7) 

sont spécifiques des acyl-CoA aux chaines carbonées les plus courtes (C2:0 à C4:0). Les 

carnitine octanoyltransférases (COT ; EC 2.3.1.137) estérifient les acyl-CoA à chaine moyenne 

(C6:0 à C10:0). Les carnitine palmitoyltransférases (CPT ; EC 2.3.1.21) sont spécifiques des 

acides gras à chaine longue (C12 :0 à C18 :0). 

Chez les animaux, la CAT est présente dans de nombreux tissus. Elle a été identifiée dans le 

peroxysome, la mitochondrie et le réticulum endoplasmique (Markwell et al. 1973) (Tableau 

2). La COT est, elle aussi, identifiée dans le peroxysome (Choi et al. 1995; Cronin 1997; 

Ferdinandusse et al. 1999), la mitochondrie (Clarke & Bieber, 1981) et le réticulum 

endoplasmique (Markwell et al. 1973). Deux catégories de CPT existent : la CPT1 et la CPT2, 

présentes sur la membrane externe et la membrane interne mitochondriales, respectivement 

(Tableau 2). Chez les animaux, trois isoformes de CPT1 sont décrites. La CPT1A est identifiée 

dans tous les tissus, mais particulièrement exprimée au niveau du foie et du rein. La CPT1B est 

spécifiquement présente au niveau des muscles squelettiques et du cœur. Enfin, la CPT1C est 
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spécifique du cerveau (Zammit et al. 2009). Une activité CPT a également été détectée dans le 

peroxysome (Derrick and Ramsay 1989), au niveau de la membrane plasmique des érythrocytes 

(Ramsay et al. 1991), et dans le réticulum endoplasmique (Murthy and Pande 1994; Sierra et 

al. 2008) (Tableau 2). Chez la levure S. cerevisiae, un même gène code une CAT qui peut être 

adressée au peroxysome ou à la membrane interne mitochondriale (Elgersma et al. 1995). Une 

autre CAT est présente sur la membrane externe de la mitochondrie (Schmalix and Bandlow 

1993). Elle est homologue à une CAT cytosolique de Aspergillus nidulans (Stemple et al. 1998). 

Une activité COT et une activité CPT ont été détectées au niveau des mitochondries et des 

peroxysomes, respectivement (Pagot and Belin 1996). 

Tableau 2 : Localisations subcellulaires des carnitine acyl(acétyl)transférases chez les animaux 

et les levures. Abréviations : CAT : carnitine acétyltransférase. COT : carnitine 

octanoyltransférase. CPT : carnitine palmitoyltransférase. 

 
Organite cellulaire Activités carnitine 

acyl(acétyl)transférases  

Références 

Animaux Peroxysome CAT ; COT ; CPT Markwell et al. 1973 

Choi et al. 1995 

Derrick & Ramsay, 1989 

 Mitochondrie CAT ; COT ; CPT1 ; 

CPT2 

Markwell et al. 1973 

Clarke et Bieber, 1981 

 Réticulum 

endoplasmique 

CAT ; COT ; CPT Markwell et al. 1973 

  
Membrane plasmique CPT Ramsay et al. 1991 

Levures Peroxysome CAT; CPT Pagot & Belin, 1996 

Mitochondrie CAT ; COT 

 

Elgersma et al. 1995 

Pagot & Belin, 1996 

En plus des carnitine acyl(acétyl)transférases, les carnitine acylcarnitine translocases (CACT), 

sont impliquées dans le trafic intracellulaire des acides gras et de l’acétate. Ces protéines sont 

des canaux antiporteurs capables de transporter simultanément la carnitine et l’acylcarnitine. 

Chez les animaux, une CACT est identifiée au niveau du peroxysome et de la mitochondrie 

(Fraser and Zammit 1999). Chez le rat, un autre type de transporteur carnitine/acylcarnitine a 

également été identifié sur les microsomes du foie. Il est moins spécifique que la CACT 

mitochondriale puisqu’il est capable de prendre en charge la carnitine, mais aussi d’autres 

acides aminés (Gooding et al. 2004; Tonazzi et al. 2006). Chez les levures, une CACT 

mitochondriale nommée carnitine carrier 1 (CRC1) est impliquée dans l’importation des 

acylcarnitines vers la matrice mitochondriale (Palmieri et al. 1999). Un homologue de la CACT 

mitochondriale humaine, aminoacid general permease 2 (AGP2) est situé sur la membrane 

plasmique (Van Roermund et al. 1999). 
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Chez les animaux et les levures, les carnitine acyl(acétyl)transférases et les CACT sont 

principalement impliquées dans le trafic intracellulaire des acides gras et de l’acétate. Chez les 

animaux, la fonction la mieux caractérisée est le système appelé « navette carnitine » (Figure 

2). Il consiste à transporter les acides gras à longue chaine vers la matrice mitochondriale, où a 

lieu la β-oxydation (Ramsay et al. 2001). Ce système implique les deux enzymes CPT1 et 

CPT2, ainsi qu’une CACT. La CPT1 catalyse l’estérification de la carnitine en acylcarnitine. 

L’acylcarnitine ainsi formée est ensuite transportée par la CACT vers la matrice mitochondriale, 

et la CPT2 reforme l’acyl-CoA dans la matrice. La CPT2 et la CACT forment un complexe 

(Console et al. 2014). La carnitine est ensuite exportée vers le cytoplasme et l’acyl-CoA peut 

alors subir la β-oxydation. 

 Chez les animaux, une autre β-oxydation a lieu dans le peroxysome. Elle concerne l'oxydation 

partielle des acides gras à très longue chaine en acides gras à chaine moyenne. Ces derniers sont 

convertis en acylcarnitine via l'activité d'une COT peroxysomale (Longo et al. 2016). Les 

acylcarnitines sont ensuite exportées vers la mitochondrie en vue de la β-oxydation (Farrell and 

Bieber 1983; Verhoeven et al. 1998). Une CACT peroxysomale est vraisemblablement 

impliquée dans cette exportation (Fraser and Zammit 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Système de transport des acides gras à travers la membrane mitochondriale utilisant 

la carnitine. Abréviations : CPT1 : carnitine palmitoyltransférase 1 (membrane mitochondriale 

externe). CPT2 : carnitine palmitoyltransférase 2 (membrane mitochondriale interne). CACT : 

carnitine acylcarnitine translocase. CoA : coenzyme A. 

c. Homéostasie de la carnitine 

Chez les animaux, la carnitine circule à travers l’organisme par voie sanguine. Elle peut être 

ensuite transportée au travers des membranes plasmiques de différents tissus. Plusieurs 
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Acylcarnitine 
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L-carnitine 
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Membrane  
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Cytosol Matrice mitochondriale 
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transporteurs membranaires ont été identifiés comme étant impliqués dans l’importation de la 

carnitine par les cellules. Chez l’homme et la souris, le transporteur organic cation transporter 

2 (OCTN2) transporte la carnitine de manière Na+ dépendante (Tamai et al. 2000), mais peut 

également transporter des acyl(acétyl)lcarnitines et la bétaïne (Pochini et al. 2004). Il est 

fortement exprimé dans le rein, le placenta, le cœur et le muscle squelettique (Tamai et al. 

2000). OCTN1, présent lui aussi dans des tissus variés, peut également transporter la carnitine 

de manière Na+ dépendante. Le transporteur OCTN3 importe la carnitine sans utiliser le Na+ 

(Tamai et al. 2000). Enfin, carnitine transporter 2 (CT2) est un transporteur de carnitine 

spécifique du rein et de la lignée hématopoïétique (Enomoto et al. 2002). 

d. Intervention dans l’homéostasie de l’acyl(acétyl)-CoA 

Chez les animaux, la carnitine intervient dans la régulation de l’équilibre acétyl-CoA/CoA dans 

la mitochondrie (Stephens et al. 2007). Ainsi, chez l’Homme, elle joue un rôle en cas de 

production importante d’acétyl-CoA par la pyruvate déshydrogénase (EC 1.2.4.1) lors d’un 

effort physique. Pour maintenir une concentration idéale en coenzyme A réduit (CoASH) 

disponible pour le cycle de Krebs ou la β-oxydation, les acétyles activés sont stockés sous forme 

d’acétylcarnitine. Une réduction importante de la quantité de carnitine libre dans le muscle est 

alors mesurée. L’acétylcarnitine est ensuite exportée de la mitochondrie pour constituer une 

réserve dans le cytosol, qui peut être de nouveau importée dans la matrice en vue du cycle de 

Krebs. De la même manière, le ratio acétyl-CoA/acétylcarnitine contrôle la disponibilité du 

coenzyme A, ce qui permet un fonctionnement optimal du muscle cardiaque (Constantin-

Teodosiu et al. 1992). La réserve d’acylcarnitines permet aussi de fournir des acyl-CoA pour le 

renouvellement des lipides membranaires des érythrocytes par déacylcation et réacylation 

(Ramsay et al. 1991). 

e. Intervention dans la modulation de l’activité des protéines 

La carnitine libre et certains de ses esters jouent un rôle dans la modulation de l’activité de 

certaines protéines. Par exemple, le ratio carnitine libre/palmitoylcarnitine influence l’activité 

des caspases, une classe de protéases impliquée dans l’apoptose (Mutomba et al. 2000). La 

carnitine libre exogène inhibe l’activité des caspases 3, 7 et 8. A l’inverse, la palmitoylcarnitine 

stimule l’activité de ces caspases. L’apoptose s’accompagne d’une formation de 

palmitoylcarnitine, qui serait due à une augmentation de l’activité de la CPT1. De la même 

manière, la palmitoylcarnitine inhibe l’action de la protéine kinase C, qui intervient dans 
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diverses fonctions physiologiques. En particulier, elle l’empêche d’interagir avec son récepteur 

(Sobiesiak-Mirska and Nałecz 2006). La protéine growth associated protein-43 (GAP-43), 

impliquée dans le fonctionnement du système nerveux, est elle aussi régulée par la 

palmitoylcarnitine (Nalecz et al. 2007). La carnitine intervient également dans la signalisation. 

Chez les animaux, elle a une action agoniste sur le récepteur aux glucocortocoïdes (Manoli et 

al. 2004). Elle empêche aussi l’entrée de la thyroxine et de la triiodothyronine dans le noyau, 

et a donc a un effet antagoniste à celui de l’hormone thyroïdienne (Benvenga et al. 2004). 

f. Rôle dans la détoxification 

Certaines molécules, utilisées notamment dans des médicaments, comme le pivalate (ou acide 

triméthylacétique), et le valproate (ou acide 2-propylpentanoïque), peuvent être éliminées grâce 

à la carnitine. Elles sont activés par le coenzyme A, puis sont convertis en pivaloylcarnitine et 

en valproylcarnitine, respectivement, et sont éliminés sous cette forme par voie urinaire 

(Ohnishi et al. 2008). 

g. Protection contre le stress osmotique 

Chez les animaux et les micro-organismes, la carnitine intervient dans la protection contre le 

stress osmotique. Chez les bactéries, c’est par ailleurs le seul rôle décrit de la carnitine. Les 

organismes vivants peuvent accumuler des solutés compatibles pour se défendre contre le stress 

osmotique (Yancey 2005). Ce sont des molécules capables de s'accumuler à des concentrations 

élevées dans la cellule sans altérer les fonctions cellulaires. Ces composés peuvent être des 

sucres, des polyols ou bien des composés à ammonium quaternaire. En tant que composé à 

ammonium quaternaire, la carnitine possède des propriétés osmoprotectantes chez les bactéries 

et les animaux (Peluso et al. 2000; Angelidis and Smith 2003a, 2003b). Chez les bactéries, la 

carnitine protège la cellule contre le stress osmotique induit par le sel et par le froid. Chez 

Escherichia coli, le stress salin stimule la biotransformation de la crotonobétaïne en carnitine, 

permettant ainsi l’accumulation de la carnitine dans les cellules (Canovas et al. 2007). Chez 

Listeria monocytogenes, le froid stimule le transport de carnitine depuis le milieu extracellulaire 

vers le cytosol par le transporteur OpuC (Angelidis et al. 2002). Chez l’Homme, le transporteur 

OCTN2 est activable par le stress et permet l’accumulation de carnitine dans le lumen de 

l’épididyme (Cotton et al. 2010). 
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h. Protection contre le stress oxydatif 

De nombreuses études ont montré que la carnitine et certains de ses esters possèdent des 

propriétés antioxydantes chez les animaux (Kalaiselvi and Panneerselvam 1998; Peluso et al. 

2000; Sener et al. 2004; Gómez-Amores et al. 2007; Augustyniak and Skrzydlewska 2009)et 

les levures (Franken et al. 2008). La carnitine régule l'activité d'enzymes impliquées dans la 

réponse au stress oxydatif, comme la catalase, la glutathion peroxydase et la glutathion 

réductase (Calabrese et al. 2005; Gómez-Amores et al. 2007). Ainsi, l’effet protecteur de la 

carnitine exogène contre le stress oxydatif a été montré au niveau du système nerveux du rat 

(Silva-Adaya et al. 2008). La carnitine et la palmitoylcarnitine inhibent la peroxydation des 

lipides et détoxifient l’ion superoxyde et le peroxyde d’hydrogène (Gülçin 2006). La 

palmitoylcarnitine ainsi que la propionylcarnitine chélatent les ions fer, inhibant ainsi la 

réaction de Fenton (Reznick et al. 1992; Vanella et al. 2000; Gülçin 2006). La 

palmitoylcarnitine protège également l’ADN contre les dommages induits par les rayons 

ultraviolets (UV) et le stress oxydatif (Vanella et al. 2000). Toutefois, d'autres études ont montré 

que la consommation de carnitine peut également altérer la fonction du foie et du rein chez le 

rat, notamment en perturbant le métabolisme des lipides et le transport d'ions, et en induisant la 

production de dérivés réactifs de l’oxygène (ROS) (Liu et al. 2015). 

3. La carnitine chez les plantes 

a. Détection de la carnitine et des acylcarnitines chez les plantes 

La présence de carnitine dans les tissus végétaux a été établie en 1951 (Fraenkel 1951a, 1951b). 

La méthode utilisée était basée sur le besoin de carnitine pour la croissance du ver de farine, 

Tenebrio molitor. Elle a permis de détecter la carnitine chez plusieurs espèces (Tableau 3), dont 

la noix de Coco (Cocos nucifera), le blé (Triticum aestivum), le maïs (Zea mays), ou l’avoine 

(Avena sativa). Une méthode enzymatique a ensuite été mise au point, d’abord sur les tissus 

animaux (Marquis & Fritz, 1964). Elle consiste à ajouter une CAT et de l’acétyl-CoA aux 

extraits biologiques. La CAT catalyse l’estérification de l’acétyl-CoA exogène et de la carnitine 

endogène en acétylcarnitine. Le CoASH produit par cette réaction est alors dosé par une 

méthode spectrophotométrique utilisant l’acide 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoïque (DTNB). Cette 

méthode a permis de quantifier la carnitine dans des tissus de plusieurs espèces, dont le blé, 

l’orge, l’avoine, le mésocarpe d’avocat et l’inflorescence de chou-fleur (Panter and Mudd 1969) 

(Tableau 3). Cependant, avec cette méthode, la carnitine n’a pas pu être détectée dans certains 
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tissus tels que la graine de ricin (Ricinus communis), la feuille d’épinard (Spinacia oleracea) et 

de chou (Brassica oleracea). Avec cette méthode, les groupements SH endogènes conduisaient 

à une surestimation de la quantité de CoASH. Elle a donc été améliorée par l'utilisation de 

CoASH radiomarqué (Cederblad and Lindstedt 1972). Cette nouvelle méthode a permis de 

quantifier la carnitine dans les feuilles de pois (Mcneil and Thomas 1975) et d’orge (Ariffin et 

al. 1982) (Tableau 3). 

Plus récemment, notre laboratoire a adapté une méthode utilisant la chromatographie en phase 

liquide couplée à la spectrométrie de masse (LC-MS/MS), mise au point pour doser la carnitine 

et ses esters dans les tissus animaux (Vernez et al. 2002). Cette méthode a permis de détecter et 

de quantifier dans des tissus végétaux la carnitine libre et, pour la première fois, les 

acylcarnitines de moyenne et longue chaine dans les plantules d’Arabidopsis, du colza 

(Brassica napus), du lin (Linum usitatissimum) et du tabac (Nicotiana tabacum) (Bourdin et al. 

2007). La carnitine est présente à des concentrations de l’ordre du µg g-1 de matière sèche et les 

acylcarnitines entre 17,5 et 37,8 ng g-1 de matière sèche (Tableau 3). Les acylcarnitines sont 

principalement constituées d’oléoylcarnitine, stéaroylcarnitine et palmitoylcarnitine, mais aussi 

des acylcarnitines à moyenne chaine telles que l’octanoylcarnitine et la myristoylcarnitine. 

Chez les plantes, les teneurs en carnitine libre et en acylcarnitines (Bourdin et al. 2007) sont 

respectivement 100 et 1000 fois inférieures par rapport aux teneurs quantifiées dans les tissus 

animaux (van Vlies et al. 2005). Ce résultat pourrait être corrélé au métabolisme 

photoautotrophe des végétaux (Bourdin et al. 2007). La présence d’acylcarnitines chez les 

plantes démontre que la carnitine intervient dans le métabolisme lipidique chez les plantes, 

comme chez les animaux et les levures. 
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Tableau 3 : Concentration en carnitine et en acylcarnitines totales dans les tissus végétaux, en 

µg g-1 MS, sauf mention contraire. Abréviations : ME : méthode enzymatique (Panter and Mudd 

1969; Cederblad and Lindstedt 1972; Mcneil and Thomas 1975; Ariffin et al. 1982). TB : test 

utilisant la larve de ténébrion (Fraenkel 1951a, 1953). LC-MS/MS : chromatographie en phase 

liquide couplée à la spectrométrie de masse (Bourdin et al. 2007; Nguyen et al. 2016). MF : 

masse fraiche. MS : masse sèche. ND : non déterminé. NQ : non quantifié. 

Espèce et organe Contenu en 

carnitine 

(µg g-1 MS) 

Contenu en 

acylcarnitine 

(ng g-1 MS) 

Méthode de 

mesure 

Noix de coco NQ ND TB 

Cacahuète NQ ND TB 

Graine de coton NQ ND TB 

Avoine NQ ND TB 

Seigle NQ ND TB 

Luzerne NQ ND TB 

Grain de maïs <0,5 µg g-1 ND TB 

Blé 7-14 µg g-1 ND TB 

Grain de blé 4 ND ME 

Germe de blé 12 ND ME 

Graine d’avoine 1 ND ME 

Plantule d’avoine 14 ND ME 

Feuille d’épinard 0 ND ME 

Feuille de chou 0 ND ME 

Graine de ricin 0 ND ME 

Cacahuète 1 ND ME 

Inflorescence de chou-

fleur 

14 ND ME 

Mésocarpe d’avocat 48 ND ME 

Cotylédon de pois 1 MF ND ME 

Haricot vert 8,1 MF ND ME 

Pois 11,6 MF ND ME 

Tomate 29,3 MF ND ME 

Asperge 12,9 MF ND ME 

Pêche 16,1 MF ND ME 

Poire 27,4 MF ND ME 

Ananas 10,5 MF ND ME 

Pomme de terre 0 MF ND ME 

Riz 17,7 ND ME 

Graine d’orge 0,13 MF ND ME 

Feuille d’orge 0,58 MF ND ME 

Plantule d’orge 0,15 MF ND ME 

Colza 3,2 ± 2,1 31,2 ± 16,9  LC-MS/MS 

Lin 5,1 ± 3,1 37,8 ± 15,1  LC-MS/MS 

Tabac 2,7 ± 1,7 27,1 ± 12,8  LC-MS/MS 

Racine d’Arabidopsis 5,4 ± 1,6 28,8 ± 7,7  LC-MS/MS 

Rosette d’Arabidopsis 4,1 ± 0,7 19,0 ± 3,5  LC-MS/MS 

Plantule d’Arabidopsis 1,2 ± 0,2 17,5 ± 1,9  LC-MS/MS 
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b. Détection d’activités carnitine acyl(acétyl)transférases chez les plantes 

Chez les plantes, des activités carnitine acyl(acétyl)transférases ont été mesurées dans plusieurs 

organites (Tableau 4). Des activités CAT et CPT ont été mesurées au niveau du chloroplaste 

chez l’orge (Thomas et al. 1983) et le pois (McLaren et al. 1985; Masterson and Wood 2000a), 

et au niveau du peroxysome chez le pois (McLaren et al. 1985). L’oxydation de la 

palmitoylcarnitine dans les mitochondries de mésocarpe d’avocat a été montrée (Panter and 

Mudd 1973). Ces données suggèrent l’existence d’un système de transport de type navette 

carnitine au niveau des mitochondries chez les plantes. Dans des extraits de mitochondries de 

cotylédons de pois, des activités CAT, COT et CPT ont été mesurées. De plus, des activités CPT 

ont été mises en évidence sur la membrane interne et sur la membrane externe des 

mitochondries, à l'instar de ce qui est connu chez les animaux (Burgess and Thomas 1986; 

Thomas and Wood 1986). Cela suggère la présence chez les plantes d’un système de transport 

similaire à celui des animaux pour l’importation des acides gras dans la matrice mitochondriale. 

Une carnitine acyltransférase a été purifiée à partir des mitochondries du haricot mungo (Vigna 

radiata) et étudiée. Cette enzyme est caractérisée par une spécificité de substrat très large, étant 

capable de prendre en charge l’acétate, les acides gras moyenne chaîne et les acides gras longue 

chaine (Schwabedissen-Gerbling and Gerhardt 1995). Sa taille, 35 kDa, est inférieure à celle 

des carnitine acyl(acétyl)transférases animales, entre 70 et 80 kDa. Bien que des activités 

carnitine acyl(acétyl)transférases ont été détectées, et qu’une enzyme a été purifiée, à ce jour 

aucune carnitine acyl(acétyl)transférase n’a pu être identifiée chez les végétaux. 

Tableau 4 : Localisations subcellulaires des activités carnitine acyl(acétyl)transférases chez les 

plantes. CAT : carnitine acétyltransférase. COT : carnitine octanoyltransférase. CPT1 : 

carnitine palmitoyltransférase. 
 

Organite cellulaire Activités carnitine 

acyl(acétyl)transférases  

Références 

Peroxysome CAT ; CPT McLaren et al. 1985 

 

Mitochondrie CAT ; COT ; CPT1 ; 

CPT2 

Panter & Mudd 1973 

Burgess & Thomas 1986 

Thomas & Wood 1986 

Chloroplaste CAT ; CPT 

 

McLaren et al. 1985 

Masterson & Wood 2000 
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c. Rôles possibles de la carnitine dans le métabolisme lipidique chez les plantes 

i. Trafic intracellulaire des acides gras 

La détection par notre équipe d’acylcarnitines dans les plantules d’Arabidopsis, de colza, de lin 

et de tabac (Bourdin et al. 2007; Nguyen et al. 2016) a montré que la carnitine intervient dans 

le métabolisme lipidique chez les plantes. Ceci, avec les mesures d’activité CPT dans les 

peroxysomes (McLaren et al. 1985) et les mitochondries (McLaren et al. 1985; Burgess and 

Thomas 1986; Thomas and Wood 1986; Schwabedissen-Gerbling and Gerhardt 1995), suggère 

qu’un système de transport des acides gras tel que la navette carnitine puisse exister chez les 

plantes au niveau du peroxysome ou de la mitochondrie (Figure 3). 

 

 

Figure 3 : Principaux rôles biologiques connus ou supposés de la carnitine chez les plantes. Les 

noms des enzymes sont indiqués en rouge. Les activités liées à la carnitine sont représentées 

par des flèches violettes, les autres par des flèches noires. Les transporteurs impliquant la 

carnitine sont représentés en violet, les autres en bleu. Abréviations : ? : activité enzymatique 

supposée. LACS : long-chain acyl-CoA synthetase. CAT : carnitine acétyltransférase. COT : 

carnitine octanoyltransférase. CPT : carnitine palmitoyltransférase. FAX : fatty acid export. 

CACT : carnitine acylcarnitine translocase. CTS : COMATOSE. ABC : ATP binding cassette. 

TAG : triacylglycérol. CoA : coenzyme A. RE : réticulum endoplasmique. 
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ii. Trafic peroxysomal (catabolisme) 

Chez les plantes oléagineuses, comme Arabidopsis, le développement précoce repose sur la β-

oxydation des acides gras issus du stock de triacylglycérols (TAG) présent dans les cotylédons 

ou l’endosperme, au niveau des corps lipidiques (Graham 2008). La β-oxydation génère de 

l’acétyl-CoA qui permet, via le cycle du glyoxylate et la néoglucogénèse, de produire du 

glucose. Ce glucose fournit l’énergie nécessaire au développement précoce de la plante avant 

l’établissement de la photoautotrophie (Eastmond and Graham 2001). Chez les plantes, la β-

oxydation a lieu dans des peroxysomes spécialisés, les glyoxysomes (Poirier et al. 2006), à 

l’instar des levures. Les animaux aussi recourent à une β-oxydation peroxysomale afin de 

convertir les acides gras à très longue chaine en acides gras à chaine moyenne. Toutefois, 

l’importation des acides gras dans le peroxysome n’implique pas la carnitine. Ils sont 

transportés via des transporteurs de type ATP binding cassette (ABC) chez les levures (Hettema 

et al. 1996) comme chez les animaux (van Roermund et al. 2008). Chez les plantes également, 

le transporteur COMATOSE (CTS), de type transporteur ABC, est en charge de l’importation 

des acides gras dans les peroxysomes (Footitt et al. 2007). Cependant, chez S. cerevisiae, 

l’acétate produit par la β-oxydation peroxysomale est converti en acétylcarnitine par une CAT. 

Cette acétylcarnitine est ensuite exportée du peroxysome via une CACT, et peut ensuite être 

importée dans la mitochondrie (Van Roermund et al. 1999). Il est donc possible que, chez les 

plantes également, l’exportation de l’acétate par le peroxysome utilise la carnitine (Figure 3).  

iii. Trafic mitochondrial 

Plusieurs expériences suggèrent l’existence chez les plantes d’une β-oxydation mitochondriale. 

Ainsi, le palmitate est oxydé par les extraits de mitochondries des cotylédons du pois (Pisum 

sativum). Cette oxydation requiert du CoASH, des ions Mg2+, de l’ATP, du malate et de la 

carnitine (Wood et al. 1984). De plus, chez le pois, l’étomoxiryl-CoA, un inhibiteur de la CPT1 

animale, inhibe la β-oxydation mitochondriale, mais pas la β-oxydation peroxysomale 

(Masterson and Wood 2009). Ces résultats suggèrent une implication de la carnitine dans le 

transport d’acides gras dans la mitochondrie en vue de la β-oxydation, et dans l’exportation des 

acétyl-CoA générés par la β-oxydation mitochondriale (Masterson and Wood 2000b, 2009). 

iv. Trafic plastidial 

Contrairement aux animaux et aux levures où les acides gras sont synthétisés dans le cytosol, 

la synthèse des acides gras chez les plantes est réalisée dans le stroma des plastes (Ohlrogge 

and Browse 1995). Une fois synthétisés, les acides gras doivent être exportés depuis les plastes 
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vers le réticulum endoplasmique, où ils peuvent être utilisés pour synthétiser des TAG ou des 

phospholipides. Il a été montré que l’apport de carnitine exogène stimule le verdissement des 

feuilles chez l’orge (Thomas et al. 1981). De plus, des activités CAT ont été détectées dans les 

chloroplastes de pois (Masterson and Wood 2000a) et l’acétylcarnitine a été identifiée dans les 

tissus d’Arabidopsis (Bourdin et al. 2007; Nguyen et al. 2016). Ces données suggèrent que 

l’acétate pourrait être exporté du chloroplaste sous forme d’acétylcarnitine. En soutien à cette 

hypothèse, la synthèse d’acides gras à partir de l’acétylcarnitine dans les chloroplastes de feuille 

de pois serait plus importante qu’à partir de l’acétate, du pyruvate et du citrate (Masterson et 

al. 1990). Mais d’autres études ont suggéré au contraire que l’incorporation de l’acétate dans 

les acides gras est plus élevée qu’à partir de l’acétylcarnitine (Roughan et al. 1993). De plus, 

l’existence d’un complexe pyruvate déshydrogénase chez les plantes montre que l’acétate 

plastidial provient du pyruvate (Johnston et al. 1997). Il est donc peu probable que 

l’acétylcarnitine détectée chez les plantes (Nguyen et al. 2016) soit liée à la synthèse des acides 

gras. 

Une fois synthétisés, la plupart des acides gras sont exportés du chloroplaste vers le cytosol, à 

l’exception du palmitoléate, qui est plastidial (Li-Beisson et al. 2013). La manière dont les 

acides gras sont exportés n’est pas connue avec précision (Benning 2009; Wang and Benning 

2012; Bates et al. 2013). La présence d’activités CPT au niveau des chloroplastes de pois 

(McLaren et al. 1985) suggère que la carnitine pourrait être impliquée dans le trafic 

intracellulaire des acides gras entre le plaste et le réticulum endoplasmique, via un système de 

type navette carnitine, bien que celui-ci n’a pas été identifié (Figure 3). 

Cependant, les acides gras néosynthétisés sont activés en acyl-CoA grâce à l’intervention d’une 

enzyme long-chain acyl-CoA synthetase (LACS). Le transporteur fatty acid export 1 (FAX1), 

présent sur la membrane interne du chloroplaste, est responsable de l’exportation des acides 

gras activés, sans utiliser la carnitine (Li et al. 2015). FAX1 transporte préférentiellement le 

palmitate par rapport à l’oléate, alors que ce dernier est l’acide gras majoritairement exporté 

depuis le chloroplaste (Salas and Ohlrogge 2002). L’intervention d’autres transporteurs de la 

famille FAX n’est pas exclue. Cependant, le fait que l’oléoylcarnitine est présente en quantité 

supérieure aux autres acylcarnitines (Nguyen et al. 2016) suggère que les acylcarnitines 

puissent être l’une des formes d’exportation des acides gras du chloroplaste. Notre laboratoire 

a détecté dans les plantules d’Arabidopsis une acylcarnitine qui correspond probablement à la 

palmitoléylcarnitine (Nguyen et al. 2016). Le palmitoléate étant uniquement plastidial, cela 

suggère une implication de la carnitine dans le métabolisme des acides gras liés à la biogenèse 
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du plaste. Ce résultat est en accord avec l’enrichissement en acylcarnitines mesuré dans les 

plantules âgées de 2 jours, au moment où la photoautotrophie se met en place (Nguyen et al. 

2016). 

v. Trafic microsomal 

Chez les plantes, comme chez les animaux, les acides gras sont importés depuis le cytosol vers 

le réticulum endoplasmique, où ils sont notamment utilisés pour la synthèse des glycérolipides 

(Benning 2009). Chez les animaux, les acides gras peuvent être importés sous forme 

d’acylcarnitine. Ainsi, dans les réticulocytes, le processus de déacylation/réacylation des 

phospholipides requiert une activité CPT (Arduini et al. 1992). Chez Arabidopsis, une 

augmentation du contenu en acylcarnitine durant l’organogenèse a été mesurée (Nguyen et al. 

2016). Elle est concomitante de l’émergence des cotylédons et de la formation des racines à 

partir des cals. Cette augmentation est accompagnée d’une surexpression des gènes impliqués 

dans la biosynthèse de glycérolipides. Chez Arabidopsis, le transporteur ABCA9 a été proposé 

comme étant impliqué dans l’importation des acyl-CoA dans le réticulum endoplasmique, sans 

intervention de la carnitine (Kim et al. 2013). Toutefois, ABCA9 est surtout actif durant le 

développement de la graine, au moment de l’accumulation des lipides de réserve. Il est donc 

plus spécifique de la biosynthèse des TAG que de celle des phospholipides. De plus, la 

biosynthèse des TAG et celle des phospholipides sont localisées à des endroits différents du 

réticulum endoplasmique (Lacey and Hills 1999). Enfin, chez l’embryon de colza, la quantité 

d’acylcarnitines durant la phase de biosynthèse membranaire est plus importante que durant la 

phase d’accumulation des lipides de réserve. Ces données suggèrent que les acylcarnitines 

seraient impliquées dans la synthèse de lipides membranaires plutôt que dans l’accumulation 

des TAG (Nguyen et al. 2016). Ainsi, l’intervention de la carnitine dans l’importation d’acides 

gras pour la synthèse microsomale de glycérolipides n’est pas exclue (Figure 3). 

d. Transport de la carnitine chez les plantes 

Chez Arabidopsis, les transporteurs de la famille organic cation/carnitine transporter (OCT) 

sont structuralement et biochimiquement proches des transporteurs animaux de carnitine 

membranaires de la famille OCTN : OCTN1, 2 et 3. La famille OCT compte 7 membres. 

AtOCT2, 3, 4, 5 et 6 sont localisées sur le tonoplaste (Küfner and Koch 2008) et AtOCT1 est 

localisé au niveau la membrane plasmique (Lelandais-Brière et al. 2007). AtOCT1 est capable 

de restaurer la capacité de la levure S. cerevisiae double mutante Δcit2/Δagp2p, affectée dans 
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le transporteur de carnitine AGP2, à se développer sur un milieu de culture contenant de l’oléate 

comme source unique de carbone, en présence de carnitine (Lelandais-Brière et al. 2007). Les 

transcrits de AtOCT1 sont détectés dans tous les organes, et particulièrement dans les organes 

de reproduction (boutons floraux, fleurs et jeunes siliques), au niveau des tissus vasculaires des 

parties reproductrices, du collet et des racines (Lelandais-Brière et al. 2007). Ils s’accumulent 

durant la germination, plus particulièrement au moment de l’émergence de la radicule. Une 

fusion du gène de la β-glucuronidase (GUS) avec le promoteur de AtOCT1 montre une forte 

expression dans les anthères, les sépales, les pétales et le pédoncule (Lelandais-Brière et al. 

2007). Dans les plantules, il est exprimé essentiellement dans les tissus vasculaires, surtout au 

niveau du collet et des racines (Lelandais-Brière et al. 2007). Le transport de la carnitine par 

OCT1 n’a cependant pas été montré. 

Le mutant oct1-1 porte un T-DNA dans le gène OCT1 (Lelandais-Brière et al. 2007). Des 

expériences par RT-PCR montrent qu’il est incapable d’exprimer ce gène. Le mutant oct1-1 est 

caractérisé par un système racinaire plus important que celui du sauvage, avec plus de racines 

latérales. Les autres transporteurs de la famille OCT sont affectés chez ce mutant, ce qui suggère 

qu’il existerait une régulation entre les différents AtOCT. Ainsi, la quantité de transcrits de 

AtOCT3, 4 et 6 est significativement supérieure dans les plantules âgées de 7 jours (Lelandais-

Brière et al. 2007). Le mutant oct1-1 est, de plus, insensible à la présence de carnitine dans le 

milieu de culture. En effet, chez la plante sauvage, la carnitine exogène réduit fortement la 

longueur de la racine principale et augmente la densité de racines secondaires. Ces effets ne 

sont pas observés chez oct1-1 (Lelandais-Brière et al. 2007). 

e. Rôles possibles de la carnitine dans le maintien de la fonction cellulaire 

i. Protection contre le stress salin 

Les plantes, comme les animaux, utilisent des osmolytes pour se prémunir contre le stress salin 

(Yancey et al. 1982). Plusieurs types de molécules peuvent être utilisés par les plantes, 

notamment des sucres, des polyols, des acides aminés comme la proline, et des composés à 

ammonium quaternaire comme la glycine bétaïne. La carnitine est un composé à ammonium 

quaternaire, proche de la glycine bétaïne (Peluso et al. 2000). Comme chez les animaux et les 

bactéries, la carnitine peut intervenir dans la protection contre le stress osmotique. Notre équipe 

a montré que, tout comme la proline, la carnitine exogène se comporte comme un composé 

compatible, capable de protéger les plantes contre le stress salin (Charrier et al. 2012). En 

conditions de stress salin, la présence de carnitine dans le milieu de culture augmente le taux 
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de germination des graines, ainsi que le taux de survie des plantules. Cependant, le stress salin 

n’entraîne pas une accumulation de carnitine endogène dans les plantules à une concentration 

suffisante pour un osmolyte (Charrier et al. 2012). Mais il faut noter que les quantifications ont 

été réalisées sur la plante entière. Une accumulation de carnitine dans des organes ou des tissus 

spécifiques, comme pour la glycine bétaïne, qui s’accumuler essentiellement dans le plaste pour 

protéger la ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygénase (rubisco) et le thylakoïde (Ashraf 

and Foolad 2007; Chen and Murata 2008), ne peut être exclue. 

ii. Protection contre le stress oxydatif 

Notre équipe a montré que, chez Arabidopsis, la carnitine exogène, comme la proline, a un effet 

protecteur contre le stress oxydatif (Charrier et al. 2012). Elle améliore le taux de survie des 

plantules en présence de peroxyde d’hydrogène dans le milieu de culture (Charrier et al. 2012). 

Chez l’Homme, la carnitine exogène augmente la production de monoxyde d’azote (NO) et 

décroit l’activité arginase, ce qui protège les cellules contre le cancer. Or, chez les plantes, le 

monoxyde d’azote est impliqué dans la signalisation contre le stress abiotique (Neill et al. 

2008). Cela suggère que la carnitine pourrait intervenir dans la résistance contre le stress 

oxydatif via la signalisation hormonale. 

iii. Régulation hormonale 

Chez Arabidopsis, l’apport de carnitine exogène module l’activité de certains gènes, en 

particulier des gènes impliqués dans la résistance au stress salin et la voie de signalisation de 

l’acide abscissique (Charrier et al. 2012). De plus, l’effet protecteur de la carnitine est moins 

important sur le mutant abi1-1, affecté dans la biosynthèse de l’acide abscissique et la réponse 

à l’acide abscissique (Charrier et al. 2012). Ces résultats suggèrent que la carnitine, comme la 

proline, seraient impliquées dans la voie de signalisation de l’acide abscissique. 

 

4. Biosynthèse de la carnitine 

a. Biosynthèse de la carnitine chez les animaux et les levures 

Chez l’homme, 75 % de la carnitine provient de l’alimentation. Les 25 % restants sont 

synthétisés par l’organisme, principalement dans les reins, le foie, et, dans une moindre mesure, 

le cerveau (Vaz and Wanders 2002). La voie de biosynthèse de la carnitine a été élucidée chez 

les mammifères (Vaz et al. 2000) et chez les levures (Strijbis et al. 2009). Le premier précurseur 
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de la carnitine est la 6-N-triméthyllysine (TML). Elle peut être issue de la dégradation par le 

protéasome ou le lysosome de protéines contenant de la lysine triméthylée, telles que la 

calmoduline, les histones, le cytochrome c ou encore la myosine (Servillo et al. 2014). Il est 

également probable que la TML animale provienne de l’alimentation végétale. En effet, la TML 

est présente en quantité notable chez les végétaux (Rippa et al. 2012). La carnitine issue de 

dégradation de protéines, plus coûteuse en termes d’énergie, pourrait être restreinte aux 

périodes de jeûne (Servillo et al. 2014). Chez les animaux et les levures, la TML est convertie 

en carnitine via 4 réactions enzymatiques (Figure 4). 

 

 

Figure 4 : Voie de biosynthèse de la carnitine chez les animaux et les levures. Abréviations . 

TMLD : triméthyllysine dioxygénase. HTMLA : HTML aldolase. TMABADH : 4-N-N-N-

triméthyl-4-aminobutyraldéhyde déshydrogénase. BBD : butyrobétaïne dioxygénase. PLP : 5’ 

phosphate de pyroxidal. Les chiffres à droite indiquent l’ordre des étapes. D’après Vaz et 

Wanders, 2002. 

i. Hydroxylation de la TML 

La TML est d’abord hydroxylée en 3-hydroxy-6-N-triméthyllysine (HTML) par la TML 

dioxygénase (TMLD ; EC 1.14.11.8). Cette enzyme utilise le fer comme cofacteur et le 2-

oxoglutarate comme cosubstrat (Figure 4). En plus de la carnitine, elle produit du succinate et 

du CO2. Chez l’Homme et le rat, elle est identifiée au niveau du rein, du foie, du cerveau et du 

cœur (Rebouche and Engel 1980). Elle est située sur la membrane externe de la mitochondrie 
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(Hulse et al. 1978; Sachan and Hoppel 1980; Vaz and Wanders 2002). Une TMLD a été 

identifiée chez le champignon Candida albicans par une recherche d’homologie avec la 

séquence de la TMLD humaine. La protéine orf19.4316 partage 35 % de similarité avec la 

séquence humaine. Le mutant perte de fonction pour orf19.4316 est incapable de se développer 

sur un milieu contenant de l’oélate comme source unique de carbone. La transformation de ce 

mutant avec le gène codant la TMLD humaine restaure sa capacité à se développer sur ce milieu. 

Cette expérience a confirmé que la protéine orf19.4316 de C. albicans est impliquée dans la 

voie de biosynthèse de la carnitine (Strijbis et al. 2009). 

ii. Conversion de la HTML en TMABAL 

La HTML est ensuite convertie en N-N-N-triméthyl-4-aminobutyraldéhyde (TMABAL) et en 

glycine par la HTML aldolase (HTMLA ; EC 4.1.2.X). La HTMLA utilise le 5’ phosphate de 

pyroxidal (PLP) comme cofacteur (Figure 4). Cette activité est cytosolique, et est 

particulièrement élevée dans les cellules du foie (Rebouche and Engel 1980). La HTMLA 

pourrait être une sérine hydroxyméthyltransférase (SHMT ; EC 2.1.2.1) (Vaz and Wanders 

2002). En effet, il a été montré chez le lapin que la SHMT peut convertir l’HTML en TMABAL 

(Hulse and Henderson 1980). Chez C. albicans, les gènes GLY1 et l’orf19.6305 codent pour 

des thréonine aldolases. Ces dernières sont considérées comme des homologues de l’HTMLA 

humaine (Strijbis et al. 2009). Cependant, contrairement aux mutants perte de fonction pour les 

autres enzymes de la voie de biosynthèse de la carnitine, le mutant htmla/gly1 est capable de se 

développer sur un milieu contenant de l’oléate comme source unique de carbone. Une troisième 

enzyme, de la famille SHMT, est proposée comme possiblement impliquée dans cette étape de 

la voie de biosynthèse de la carnitine (Strijbis et al. 2010). 

iii. Oxydation du TMABAL 

Le TMABAL est ensuite oxydé en γ-butyrobétaïne (ou 4-N-triméthylaminobutyrate) par la 

TMABAL déshydrogénase (TMABADH ; EC 1.2.1.47) (Figure 4). Chez les animaux, la 

TMABADH appartient à la superfamille des aldéhyde déshydrogénases (ALDH ; EC 1.2.1.3) 

(Abe et al. 1990; Kikonyogo and Pietruszko 1996; Vaz et al. 2000; Vaz and Wanders 2002) et 

à la famille ALDH9. Chez l’Homme, la vache et le rat, cette enzyme cytoplasmique est présente 

dans plusieurs organes, principalement dans le foie et les reins, mais aussi dans le cerveau, le 

cœur et les muscles (Hulse et al. 1978; Hulse and Henderson 1980). Chez C. albicans, la 

TMABADH a été identifiée par homologie de séquence avec l’ALDH9 humaine. Le mutant 

perte de fonction pour cette protéine est incapable de se développer sur un milieu contenant de 
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l’oléate comme source unique de carbone. Il peut en revanche se développer sur un milieu 

contenant de la γ-butyrobétaïne, ce qui confirme son implication dans la synthèse de ce 

composé (Strijbis et al. 2009).  

iv. Oxydation de la γ-butyrobétaïne en carnitine 

Enfin, la γ-butyrobétaïne est convertie en carnitine par la γ-butyrobétaïne dioxygénase (BBD ; 

EC 1.14.11.1). La BBD humaine est une protéine cytosolique de 44,7 kDa, encodée par un gène 

de 1161 paires de bases (Vaz et al. 1998). Cette enzyme est exprimée essentiellement dans le 

rein, le foie et, faiblement, dans le cerveau (Vaz et al. 1998). La BBD a une séquence proche 

de celle de la TMLD, et catalyse une réaction similaire. Elle utilise aussi le fer comme cofacteur 

et le 2-oxoglutarate comme cosubstrat (Lindstedt and Lindstedt 1970). Elle produit du succinate 

et du CO2 en plus de la carnitine. Cette enzyme peut être inhibée par le 3-(2,2,2-

trimethylhydrazine) propionate (THP). La caractérisation biochimique de la BBD animale a été 

réalisée en utilisant de la γ-butyrobétaïne radiomarquée (Lindstedt and Lindstedt 1970), ou bien 

par la quantification de la carnitine par spectrométrie de masse (Leung et al. 2010; Tars et al. 

2010).  

b. Biosynthèse de la carnitine chez les plantes 

Il est possible que les plantes puissent importer la carnitine du sol via l’absorption racinaire, 

comme d’autres composés à ammonium quaternaire (Warren 2013). Cependant, la détection de 

carnitine chez des plantes cultivées en conditions axéniques indique qu’une part de la carnitine 

est synthétisée de novo par la plante. Ainsi, la triméthyllysine et la γ-butyrobétaïne, deux 

précurseurs de la carnitine connus chez les animaux et les levures, ont été détectées et 

quantifiées chez Arabidopsis par notre équipe (Rippa et al. 2012). D’autre part, l’ajout de TML 

deutérée dans le milieu de culture permet la synthèse endogène de γ-butyrobétaïne et de 

carnitine deutérées. Ainsi, la voie de biosynthèse de la carnitine pourrait suivre les mêmes 

étapes que chez les animaux et les levures, impliquant les mêmes activités enzymatiques (Rippa 

et al. 2012; Zhao 2014).  

i. Recherche d’enzymes par analyses bioinformatiques 

Une recherche d’homologie utilisant l’outil basic local alignment search tool (BLASTP) a 

permis d’identifier chez Arabidopsis des candidats pour la deuxième et la troisième étapes de 

la voie de biosynthèse de la carnitine (Rippa et al. 2012). Les 7 sérine hydroxyméthyltransférase 

(SHMT ; EC 2.1.2.1) d’Arabidopsis, localisées dans le cytosol, partagent une importante 
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homologie avec la HTMLA de l’Homme. L’une de ces isoformes, SHMT1, partage 58 % 

d’identité et 74 % de similarité de séquence avec celle de l’Homme. Bien qu’elle soit impliquée 

dans la photorespiration (Voll et al. 2006), il reste possible qu’elle puisse aussi intervenir dans 

la voie de biosynthèse de la carnitine. En outre, chez Arabidopsis, les thréonines aldolases 

THA1 et THA2 partagent respectivement 36 % et 37 % d’identité de séquence avec la HTMLA 

de C. albicans. Il est donc également possible que ces enzymes soient impliquées dans la voie 

de biosynthèse de la carnitine. Chez Arabidopsis, les enzymes ALDH2 et ALDH10 partagent 

respectivement 37 % et 38 % d’identité de séquence avec l’ALDH9 humaine et la TMABADH 

de C. albicans. Les ALDH10 du pois sont capables de convertir le TMABAL en γ-butyrobétaïne 

in vitro (Tylichová et al. 2010). Ce sont donc de bons candidats pour être impliqués dans la voie 

de biosynthèse de la carnitine.  

En revanche, jusqu’à présent, aucun candidat n’a pu être identifié chez les plantes pour la 

première et la dernière étape de la voie de biosynthèse de la carnitine. Néanmoins, des 

orthologues de la BBD et de la TMLD humaines ont été identifiées dans les génomes de 

Drosophila melanogaster et de Caenorhabditis elegans (Vaz and Wanders 2002). Cela suggère 

une forte conservation de ces enzymes chez les animaux, et, par extension, peut-être chez les 

plantes aussi. De plus, chez les plantes, la teneur en carnitine est réduite de 50 % en présence 

de THP dans le milieu de culture (Rippa et al. 2012). Ce dernier étant un inhibiteur de la BBD 

animale, l’enzyme en charge de l’oxydation de la γ-butyrobétaïne en carnitine chez les plantes 

pourrait donc avoir des propriétés similaires à celle des animaux. 
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B. Les enzymes ALDH10 chez les plantes 

Une étude bioinformatique a donc montré que les enzymes ALDH10 d’Arabidopsis sont 

fortement homologues aux TMABADH animales et fongiques, responsables de la conversion 

du TMABAL en γ-butyrobétaïne, le précurseur direct de la carnitine (Rippa et al. 2012; Zhao 

2014). Les ALDH10 pourraient donc intervenir dans la voie de biosynthèse de la carnitine chez 

les plantes. Elles appartiennent à la même superfamille que les TMABADH humaine et 

fongiques : les aldéhyde déshydrogénases (ALDH ; EC 1.2.1.3), spécialisées dans la conversion 

des aldéhydes en acides aminés. Les ALDH peuvent oxyder de nombreux composés, et ainsi 

intervenir dans des processus physiologiques variés. 

1. La superfamille ALDH 

Les ALDH, aussi dénommées aldéhyde/NAD(P)+ oxydoréductases, forment une superfamille 

d’enzymes, identifiée chez l’ensemble du vivant, capable d’oxyder une grande variété 

d’aldéhydes en acides carboxyliques. Elles utilisent comme cofacteur le nicotinamide adénine 

dinucléotide (NAD+) ou le nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADP+) 

(généralement l’un ou l’autre, parfois les deux) (Marchitti et al. 2008). En oxydant les 

aldéhydes, qui peuvent être délétères pour les fonctions biologiques, les ALDH jouent un rôle 

dans la protection cellulaire. Elles peuvent aussi intervenir dans la fixation de composés 

chimiques toxiques (Reeve and Miller 2002). 

a. Familles d'ALDH à l’échelle du vivant 

Les ALDH sont identifiées chez les bactéries, les archées et les eucaryotes, ce qui suggère une 

apparition ancienne (Sophos and Vasiliou 2003). La plupart des organismes possèdent plusieurs 

ALDH : de 1 à 5 chez les archées, de 1 à 26 chez les eubactéries, et de 8 à 17 chez les eucaryotes 

(Sophos and Vasiliou 2003). Des ALDH sont classées dans la même famille lorsqu’elles elles 

partagent au moins 40% d’identité (Vasiliou et al. 1999). Selon ce critère, 24 familles ALDH 

sont décrites chez les eucaryotes, dont 15 sont présentes chez les plantes (Tableau 5) (Sophos 

and Vasiliou 2003; Brocker et al. 2013). Trois d’entre elles : ALDH4, ALDH5 et ALDH18, 

sont communes aux champignons, aux plantes et aux animaux. Quatre familles : ALDH2, 

ALDH3, ALDH6 et ALDH7 sont communes aux animaux et aux plantes. La famille ALDH1 

est présente chez les animaux et les champignons. La famille ALDH10 est commune aux 

plantes et aux champignons. ALDH13 et ALDH20 sont spécifiques des protozoaires. ALDH14, 
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ALDH15 et ALDH16 n’existent que chez les champignons. Trois familles : ALDH8, ALDH9 

et ALDH17, sont représentées uniquement chez les animaux. Enfin, 7 familles sont connues 

seulement chez les plantes : ALDH11, ALDH12, ALDH19, ALDH21, ALDH22, ALDH23 et 

ALDH24. ALDH21 n’est par ailleurs documentée que chez les bryophytes (Chen et al. 2008).  

Tableau 5 : Répartition chez les eucaryotes des 24 familles d’aldéhyde déshydrogénases 

(ALDH) identifiées, selon Sophos & Vasiliou, 2003 et Brocker et al. 2013. 

Règne Familles présentes 

Animaux ALDH1 ; ALDH2 ; ALDH3 ; ALDH4 ; ALDH5 ; ALDH6 ; ALDH7 ; 

ALDH8 ; ALDH9 ; ALDH17 ; ALDH18 

Champignons ALDH1 ; ALDH4 ; ALDH5 ; ALDH10 ; ALDH14 ; ALDH15 ; ALDH16 ; 

ALDH18  

Plantes ALDH2 ; ALDH3 ; ALDH4 ; ALDH5 ; ALDH6 ; ALDH7; ALDH10 ; 

ALDH11 ; ALDH12 ; ALDH18 ; ALDH19 ; ALDH21 ; ALDH22 ; 

ALDH23 ; ALDH24 

Protozoaires ALDH13 ; ALDH20 

b. Les ALDH chez les plantes 

Chez Arabidopsis, 14 ALDH sont identifiées, réparties dans 9 familles différentes. Le génome 

d’Arabidopsis code pour deux isoenzymes ALDH2, trois ALDH3, deux ALDH5, une ALDH6, 

une ALDH7, deux ALDH10, une ALDH11, une ALDH12 et une ALDH22 (Kirch et al. 2004; 

Brocker et al. 2013). Ces enzymes ont des localisations subcellulaires différentes (Tableau 6), 

et interviennent dans plusieurs fonctions biologiques.  

Tableau 6 : Localisation subcellulaire des enzymes de la superfamille ALDH chez Arabidopsis, 

lorsqu’elle est connue. 

Organite ALDH présentes 

Mitochondrie ALDH2B4 ; ALDH2B7 ; ALDH5 ; 

ALDH6 ; ALDH12 

Peroxysome ALDH10A9 

Plaste ALDH3I1 ; ALDH10A8 

Cytosol ALDH2C4 ; ALDH7 ; ALDH11 

Réticulum endoplasmique ALDH3F1 ; ALDH22 

Appareil de Golgi ALDH3H1 

 

Les ALDH2 sont des enzymes mitochondriales ou cytosoliques, impliquées dans l’oxydation 

de l’acétaldéhyde produit par la fermentation éthanolique (Wei et al. 2009). Chez le maïs, une 
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ALDH2 est responsable de la restauration de la stérilité mâle cytoplasmique (Niu et al. 2007). 

Chez Arabidopsis, trois ALDH2 sont identifiées : ALDH2B7 et ALDH2B4, toutes deux 

mitochondriales, et ALDH2C4 qui est cytosolique (Kirch et al. 2004).  

Les ALDH3 interviennent essentiellement dans la détoxification d’aldéhydes et dans la réponse 

au stress abiotique (Brocker et al. 2013). Elles sont régulées par l’acide abscissique, le stress 

osmotique et oxydatif, les métaux lourds ou encore les pesticides. Arabidopsis possède trois 

ALDH3 : ALDH3F1, localisée dans le réticulum endoplasmique (Dunkley et al. 2006), 

ALDH3I1, localisée dans les plastes des feuilles (Kleffmann et al. 2004), et ALDH3H1, 

localisée dans l’appareil de Golgi, la vacuole, et le réticulum endoplasmique (Dunkley et al. 

2006).  

Les ALDH5 catalysent l’oxydation de l’acide succinique, résultant du catabolisme du GABA. 

Une ALDH5 mitochondriale est identifiée chez Arabidopsis (Kirch et al. 2004; Brocker et al. 

2013). Les ALDH6 sont des méthylmalonyl semialdéhyde déshydrogénases. Elles sont 

associées au catabolisme de la valine et des pyrimidines, et utilisent le coenzyme A comme 

cofacteur. Leurs fonctions exactes ne sont pas élucidées (Kirch et al. 2004; Brocker et al. 2013). 

Les ALDH7, ou antiquitines, sont également régulées par le stress (rayons UV, salinité, manque 

d’eau et choc thermique, notamment) et sont induites par l’acide abscissique. ALDH7 a été 

localisée dans le protéome du cytosol (Ito et al. 2016). Elles sont impliquées dans la régulation 

de la pression de turgescence chez le pois (Guerrero et al. 1990) et chez le colza (Stroeher et al. 

1995).  

Les ALDH10 sont principalement actives sur les aminoaldéhydes. Elles sont essentiellement 

étudiées pour leur rôle dans la synthèse de glycine bétaïne, un osmoprotectant très efficace, 

chez certaines espèces (Fitzgerald et al. 2009). Elles sont également impliquées dans le 

catabolisme des polyamines (Sebela et al. 2000). Chez Arabidopsis, deux ALDH10 sont 

décrites : ALDH10A8, localisée dans les leucoplastes ou les plastes, et ALDH10A9, localisée 

dans le peroxysome (Missihoun et al. 2011; Zarei et al. 2016).  

Les ALDH11 sont des enzymes cytosoliques. Elles catalysent l’oxydation du glycéraldéhyde 3-

Phosphate en 3-phosphoglycérate (Kirch et al. 2004; Brocker et al. 2013). Les ALDH12 sont 

impliquées dans la dégradation de la proline en glutamate. Ces enzymes sont présentes dans la 

matrice mitochondriale chez Arabidopsis (Kirch et al. 2004; Brocker et al. 2013). ALDH12A1 

est impliquée dans la dégradation de la proline en glutamate (Deuschle et al. 2001, 2004). Les 
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ALDH18 catalysent la conversion du glutamate en pyrroline-5-carboxylate, un précurseur de 

l’ornithine ; qui permet la synthèse de proline (Kirch et al. 2004; Brocker et al. 2013).  

Les ALDH21, 22, 23 et 24 ont été identifiées récemment et peu de données sont actuellement 

disponibles les concernant (Kirch et al. 2004; Brocker et al. 2013). ALDH22 a été identifiée 

dans le réticulum endoplasmique (Dunkley et al. 2006), et il semble que cette protéine puisse 

être sécrétée dans l’espace extracellulaire. 

2. Les ALDH10 végétales 

Certaines ALDH sont principalement actives sur les aldéhydes portant une fonction amine ou 

triméthylammonium : les aminoaldéhydes. Elles sont appelées aminoaldéhyde 

déshydrogénases (AMADH) ou bétaïne aldéhyde déshydrogénase (BADH). Cette catégorie 

d’ALDH a d’abord été décrite sur le modèle animal, comme étant des enzymes capables 

d’oxyder la bétaïne aldéhyde (BAL) (Rothschild and Guzman 1954). Chez les animaux, 

l’enzyme ALDH9 appartient à la catégorie fonctionnelle des AMADH. Elle est impliquée dans 

la voie de biosynthèse de la carnitine, en convertissant le TMABAL en γ-butyrobétaïne (Vaz et 

al. 2000). Chez les plantes, les enzymes de la famille ALDH10 partagent entre 35 % et 39 % 

d’identité avec l’ALDH9 humaine (Kirch et al. 2004). Elles sont également classées dans la 

catégorie fonctionnelle des AMADH, étant capables de convertir efficacement des 

aminoaldéhydes en acides aminés (Sophos and Vasiliou 2003). 

a. La diversité des ALDH10 

Les ALDH10 ont été identifiées chez tous les principaux groupes de plantes. Le nombre 

d’isoenzymes varie selon l’espèce. Les algues et les mousses ne possèdent qu’une ALDH10 

(Muñoz-Clares et al. 2014). La plupart des angiospermes, dont le pois, la tomate (Solanum 

lycopersicum), l’épinard et Arabidopsis comportent deux isoenzymes (Tylichová et al. 2010; 

Missihoun et al. 2011; Kopečný et al. 2013). Chez Arabidopsis, elles sont appelées ALDH10A8 

et ALDH10A9 (Kirch et al. 2004; Missihoun et al. 2011). Le ricin n’en possède qu’une. Le 

maïs et la vigne (Vitis vinifera) en possèdent trois (Brocker et al. 2013; Muñoz-Clares et al. 

2014). Les séquences des ALDH10 sont très conservées à l’échelle des angiospermes, 

partageant 70 % à 85 % d’identité entre elles, pour seulement 20% d’identité avec les AMADH 

animales (Sebela et al. 2000). 
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Les ALDH10 sont capables d’oxyder une importante diversité d’aminoaldéhydes en leurs 

acides aminés correspondants (Figure 5). Dans une moindre mesure, des aldéhydes aliphatiques 

(Tylichová et al. 2010) ou aromatiques (Frömmel et al. 2012), ou encore des dérivés N-acyl des 

aminoaldéhydes (Frömmel et al. 2014), peuvent parfois être pris en charge. Elles peuvent 

utiliser le NAD+ et le NADP+ comme cofacteur (Weigel et al. 1986), mais toutes les ALDH10 

caractérisées utilisent le NAD+ comme cofacteur préférentiel (Weigel et al. 1986; Arakawa et 

al. 1990; Oguri et al. 2003; Tylichová et al. 2010).  

Ainsi, les ALDH10 peuvent convertir la bétaïne aldéhyde (BAL) en glycine bétaïne, le 4-

aminobutyraldéhyde (ABAL) en γ-aminobutyrate (GABA), le 3-aminopropionaldéhyde 

(APAL) en β-alanine, ou encore le TMABAL en γ-butyrobétaïne (Figure 5). Cependant, la 

spécificité de substrat varie selon l’espèce végétale et l’isoenzyme. Certaines, parfois appelées 

« BADH vraies » (Fitzgerald et al. 2009) sont particulièrement actives sur la BAL. C’est le cas 

de l’ALDH10 du plaste de l’épinard (dénommée SoBADH dans la littérature1). D’autres, 

comme les ALDH10 du pois (PsAMADH1 et PsAMADH2) (Tylichová et al. 2010), du maïs 

(ZmAMADH1a, ZmAMADH1b et ZmAMADH2) et de la tomate (SlAMADH1 et 

SlAMADH2) (Kopečný et al. 2013) sont peu actives sur la BAL, mais oxydent efficacement 

les aminoaldéhydes linéaires, comme l’APAL et/ou l’ABAL.  

Certaines ALDH10 sont plus généralistes, et peuvent en charge efficacement une plus grande 

diversité de substrats, incluant d’autres aldéhydes, dépourvus de fonction amine et de 

groupement trimaéthylammonium (Kopečný et al. 2013). Ainsi, SlAMADH1 peut oxyder 

efficacement l’ABAL, la BAL, le 4-guanidinobutyraldéhyde (GBAL), et d’autres aldéhydes et 

des dérivés méthyl ou guanidine de l’APAL et l’ABAL (Kopečný et al. 2013). De même, une 

ALDH10 de la betterave (Beta vulgaris) peut oxyder efficacement la BAL, l’APAL, l’ABAL 

et le 3-diméthylsulfuropropionaldéhyde (DMSPAL) (Trossat et al. 2016). 

 

 
1 L’épinard possédant une deuxième isoenzyme, pour éviter toute confusion, SoBADH a été dénommée 
SoBADH1 dans ce mémoire. La deuxième isoforme a été dénommée SoBADH2. 
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Figure 5 : Diversité des principaux substrats pouvant être pris en charge par les ALDH10, et 

produits correspondants. Abréviations : APAL : 3-aminopropionaldéhyde. BAL : bétaïne 

aldéhyde. TMABAL : N-N-N-triméthyl-4-aminobutyraldéhyde. ABAL : 4-

aminobutyraldéhyde. GPAL : 3-guanidinopropionaldéhyde. GBAL : 4-

guanidinobutyraldéhyde. TMAPAL : N-N-N-triméthyl-3-aminopropionaldéhyde. DMABAL : 

diméthyl-4-aminobutyraldéhyde. GABA : acide γ-aminobutyrique. TMAPA : N-N-N-

triméthyl-3-aminopropionionate. 

b. Histoire évolutive des ALDH10 

 Les ALDH10 des plantes terrestres forment un groupe monophylétique (Figure 6A), tout 

comme celles des spermatophytes et celles des angiospermes. Les ALDH10 des 

monocotylédones et celles des eudicotylédones forment deux groupes distincts, ce qui suggère 

une duplication antérieure à leur séparation (Fitzgerald et al. 2009; Muñoz-Clares et al. 2014) 

(Figure 6B). Les ALDH10 ne se regroupent pas en fonction de leur spécificité de substrat. Chez 

les monocotylédones, un événement de duplication a eu lieu chez les poacées. Il est à l’origine 

de la présence de deux isoenzymes chez le riz (Oryza sativa) (OsAMADH1 et OsAMADH2) 

et l’orge (Hordeum vulgare) (HvAMADH1 et HvAMADH2), et de trois chez le 

maïs (ZmAMADH1a, ZmAMADH1b et ZmAMADH2), qui a connu une duplication 

supplémentaire (Figure 6B) (Muñoz-Clares et al. 2014). Chez les eudicotylédones, au moins 

quatre événements indépendants de duplication ont eu lieu (Figure 7). Les fabacées, les 

salicacées, les solanacées et les amarantacées, ont subi une duplication indépendante (Muñoz-

Clares et al. 2014). La duplication ayant eu lieu chez les fabacées est à l’origine des deux 
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isoenzymes PsAMADH1 et PsAMADH2. D’après cette analyse phylogénétique, ALDH10A9 

d’Arabidopsis est la première à avoir divergé. Les ALDH10 de l’ensemble des eudicotylédones 

sont des orthologues de ALDH10A8 d’Arabidopsis.  

 

Figure 6 : Phylogénie des ALDH10. (A) Arbre phylogénétique non enraciné des ALDH10 de 

l’ensemble des plantes. (B) Arbre phylogénétique des ALDH10 des plantes. La présence d’un 

tripeptide SKL en position C-terminale est indiquée. Selon Muñoz-Clares et al. 2014. 

A 

B 
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Figure 7 : Arbre phylogénétique des ALDH10 des eudicotylédones. La présence d’un tripeptide 

SKL en position C-terminale est indiquée. Selon Muñoz-Clares et al. 2014. 
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c. Localisation cellulaire des ALDH10 

La localisation subcellulaire des ALDH10 diffère selon l’espèce et l’isoenzyme. Elles peuvent 

être localisées dans le cytosol, le peroxysome, ou le plaste. Environ la moitié des ALDH10 qui 

ont été étudiées comportent un tripeptide SKL en position C-terminale (Tableau 7) (Fitzgerald 

et al. 2009), qui est une séquence d’adressage au peroxysome (Gould et al. 1988; Reumann et 

al. 2009). C’est notamment le cas de PsAMADH1, de SlAMADH1, des trois isoenzymes du 

maïs, de HvBADH1 et de AtALDH10A9. La localisation peroxysomale a été suggérée par 

immunodétection pour HvBADH1 (Nakamura et al. 1997) et démontrée par une expérience de 

fusion à la GFP pour AtALDH10A9 (Missihoun et al. 2011). Des auteurs soulignent que le fait 

que le cofacteur de prédilection des ALDH10 serait le NAD+ plutôt que le NADP+ (Arakawa et 

al. 1990) est cohérent avec une localisation peroxysomale car la concentration de NAD+ est 

plus élevée dans les peroxysomes (Oguri et al. 2003).  

Un certain nombre d’ALDH10, dont PsAMADH2, SlAMADH2, les deux ALDH10 de 

l’épinard, HvBADH2 ou encore AtALDH10A8 sont dépourvues de tripeptide SKL, et peuvent 

être localisées dans le cytosol ou les plastes. Ainsi, chez l’épinard, SoBADH1, fortement 

exprimée, est localisée dans le chloroplaste (Weigel et al. 1986). SoBADH2, plus faiblement 

exprimée, est vraisemblablement adressée au cytosol (Weretilnyk & Hanson, 1989). Chez 

l’orge, HvBADH2 est vraisemblablement localisée dans le cytosol (Nakamura et al. 2001). 

Concernant Arabidopsis, une étude de la protéine fusionnée à la GFP suggère qu’ALDH10A8 

est localisé dans les leucoplastes (Tableau 7) (Missihoun et al. 2011). Le fait qu’au sein d’une 

même espèce coexistent des ALDH10 dont la localisation est différente suggère que les 

isoenzymes ont possiblement des fonctions spécifiques à chaque compartiment cellulaire. Pour 

l’instant, une association entre la localisation subcellulaire et la fonction reste à étudier. 
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Tableau 7 : Localisation subcellulaire de quelques ALDH10. Environ la moitié des ALDH10 

portent le tripeptide SKL et sont localisées au niveau du peroxysome. Les autres sont 

plastidiales ou cytosoliques. Abréviations : BADH : bétaïne aldéhyde déshydrogénase. 

AMADH : aminoaldéhyde déshydrogénase. ND : non déterminé. 

Espèce Isoenzyme Peptide SKL Localisation subcellulaire 

Oryza sativa BADH1 Oui Peroxysomale (Mitsuya et al. 

2009) 

BADH2 Oui ND, supposée peroxysomale 

Zea mays AMADH1a Oui ND, supposée peroxysomale 

AMADH1b Oui ND, supposée peroxysomale 

AMADH2 Oui ND, supposée peroxysomale 

Triticum aestivum BADH1 Oui ND, supposée peroxysomale 

BADH2 Non Cytosolique 

Hordeum vulgare BADH1 Oui Peroxysomale (Nakamura et al. 

1993) 

BADH2 Non Cytosolique (Fujiwara et al. 2008) 

Arabidopsis thaliana ALDH10A8 Non Leucoplastique ou plastidiale 

(Missihoun et al. 2011, Zarei et al. 

2016) 

ALDH10A9 Oui Peroxysomale (Missihoun et al. 

2011) 

Spinacia oleracea BADH1 Non Plastidiale 

BADH2 Non Cytosolique 

Solanum lycopersicum SlAMADH1 Non ND 

SlAMADH2 Oui ND, supposée peroxysomale 

Pisum sativum PsAMADH1 Oui ND, supposée peroxysomale 

PsAMADH2 Non ND 

d. Structure des ALDH10 

La structure de certaines ALDH10 a été caractérisée par cristallographie. Les premières à avoir 

été étudiées sont les deux ALDH10 du pois (PsBADH1 et PsBADH2) (Tylichová et al. 2010). 

La structure de SoBADH1, puis celles de ZmBADH1a et SlBADH1 ont également été élucidées 

(Díaz-Sánchez et al. 2012; Kopečný et al. 2013). 

Les ALDH10 de structure connue sont dimériques ou tétramériques (Tylichová et al. 2010; 

Díaz-Sánchez et al. 2012; Kopečný et al. 2013) (Figure 7). Ainsi, SoBADH1 est un 
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homodimère (Weretilnyk and Hanson 1989), tout comme PsAMADH1, PsAMADH2 

(Tylichová et al. 2010), ZmAMADH1 et SlAMADH1 (Kopečný et al. 2013). Les sous-unités 

des deux PsAMADHs comportent 503 acides aminés chacune et leur masse moléculaire est de 

57 kDa (Tylichová et al. 2010).  

i. Domaines de la protéine 

Les monomères d’ALDH10 comportent chacun un domaine d’oligomérisation, un domaine de 

fixation du coenzyme NAD(P)+, ainsi qu’un canal portant le domaine catalytique (Johansson et 

al. 1998; Gruez et al. 2004; González-Segura et al. 2009). Le domaine d’oligomérisation, formé 

de deux longs feuillets β et d’un feuillet β plus court, connecte les deux monomères (Figure 8). 

 

Figure 8 : Structure générale d’un dimère de PsAMADH1. Le domaine catalytique est 

représenté en gris clair. Le domaine de fixation du coenzyme est représenté en gris foncé. Le 

domaine d’oligomérisation est représenté en violet. Le NAD+ (en couleurs) et l’ion Na+ (en 

vert) sont représentés sous forme de sphères, positionnées dans leurs sites de fixation respectifs. 

D’après Tylichova et al. 2010. 

ii. Site de fixation du coenzyme 

Les ALDH10 utilisent comme coenzyme le NAD+ ou le NADP+. Le site de fixation du 

coenzyme, situé à l’opposé du domaine d’oligomérisation, est hautement conservé chez les 

ALDH10. Un tryptophane (Trp161), deux thréonines (Thr242, et Thr159), deux lysines (Lys185 

et Lys245), deux sérines (Ser187 et Ser239) et un glutamate en position 188 (Glu188) 

interagissent avec le NAD+ (Tylichová et al. 2010) (Figure 9). L’activité des ALDH10 avec le 

NAD+ est près de 20 fois supérieure à celle avec le NADP+ (Arakawa et al. 1990; Kopečný et 

al. 2013). Glu188 est responsable de la préférence pour le NAD+, car il gêne la liaison du groupe 

phosphate du NADP+ (Tylichová et al. 2010; Kopečný et al. 2013; Muñoz-Clares et al. 2014). 
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La partie adénine du NAD+ se place dans une cavité hydrophobe encadrée de deux hélices alpha, 

le groupe amine étant exposé au solvant. Les atomes d’oxygène du ribose et les oxygènes α et 

β du groupement phosphate établissent des liaisons hydrogènes avec l’enzyme (Tylichová et al. 

2010) (Figure 9). La présence du NAD+ oriente la cystéine catalytique vers le site de fixation 

du substrat (Kopečný et al. 2013). 

 

Figure 9 : Détail du site de fixation du NAD+ de PsAMADH1, avec une molécule de NAD+ 

représentée à l’intérieur (en couleurs). Les résidus avec lesquels elle interagit sont représentés : 

Trp161, Glu188, Thr242, Thr159, Lys185, Lys245, Ser187 et Ser239. Les liaisons hydrogènes 

sont représentées sous forme de traits discontinus. D’après Tylichova et al. 2010. 

iii. Site de fixation du cation 

A proximité du domaine de fixation du NAD+, le site de fixation du cation sodium (Na+) (Figure 

10) est conservé chez les ALDH10 et d’autres ALDH, animales (Perez-Miller and Hurley 2003) 

ou bactériennes (González-Segura et al. 2009). Il se présente sous la forme d’une cavité formée 

par les groupes carbonyles de trois résidus : une isoleucine ou une valine, un acide aspartique 

et une leucine aux positions 28, 99 et 189, respectivement, (Tylichová et al. 2010; Kopečný et 

al. 2011, 2013). Cet ion permet vraisemblablement de stabiliser la structure protéique, d’où une 

perte d’activité de l’enzyme après dialyse durant la purification des protéines (Kopečný et al. 

2011). 
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Figure 10 : Détail du site de fixation du cation de PsAMADH1. Le cation Na+ est représenté 

sous la forme d’une sphère orangée. Les résidus interagissant avec le cation sont présentés : 

Ile28, Asp99, Leu189. Les distances en Å entre le cation et les résidus sont indiquées. D’après 

Tylichova et al. 2010. 

iv. Domaine catalytique 

Le domaine de fixation du substrat est situé de l’autre côté du dimère par rapport au site de 

fixation du coenzyme. La partie centrale de chaque domaine est constituée de 5 feuillets β et 4 

hélices α. Un canal permet la fixation du substrat (figure 11 A). Chez les PsAMADH, il est 

formé d’une douzaine de résidus (Tylichová et al. 2010) (Figure 11 B). Deux résidus acide 

aspartique, Asp110 et Asp113, interagissent également avec le substrat. Ils sont responsables de 

la haute affinité de l’ensemble des ALDH10 pour les aminoaldéhydes (Kopečný et al. 2013). 

Le site actif est formé d’un canal large de 5 à 8 Å et profond de 14 Å chez PsAMADH1 

(Kopečný et al. 2011). Au fond du canal, trois acides aminés très conservés, Asn162, Cys294 

et Glu260, forment ensemble le site actif. Ils interviennent directement dans la catalyse 

(Kopečný et al. 2011). La cystéine 294 catalytique (Cys294) est placée entre le NAD+ et le site 

de fixation du substrat (Figure 11 A et B). Elle est directement impliquée dans l’échange 

d’électrons entre le NAD+ et le substrat (Wymore et al. 2004).  
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Figure 11 : (A) Canal du substrat de PsAMADH1. Une molécule NAD+ est représentée dans 

son domaine de fixation, à proximité de la cystéine site catalytique (C294). (B) Détail du site 

catalytique de PsAMADH1. Les acides aminés du site catalytique, responsables de l’interaction 

avec le substrat, sont indiqués, dont Asp110, Asp113, Asn162, Cys294 et Glu260. 

Abréviations : GOL : glycérol. D’après Tylichova et al. 2010. 

v. Fonctionnement enzymatique 

La manière dont la réaction se déroule a été proposée à partir de la structure des enzymes. Tout 

d’abord, une activation nucléophilique du substrat par la cystéine catalytique (Cys294) conduit 

à la formation d’un intermédiaire thiohémiacétal. Ensuite, le transfert d’un hydride au NAD+, 

génère la formation de NADH et d’un thioester, c’est-à-dire un intermédiaire covalent. Enfin, 

un glutamate conservé active une molécule d’eau, permettant l’attaque nucléophilique de la 

liaison thioester acyl-sulfure, et le relargage de l’acide aminé ainsi formé (Perez-Miller and 

Hurley 2003; Tylichová et al. 2010). 

vi. Relations entre structure et spécificité de substrat 

Les études des relations structure-fonction des ALDH10 ont permis d’identifier un certain 

nombre d’acides aminés, variant d’une ALDH10 à l’autre, responsables des différences de 

spécificité de substrat entre les ALDH10. Le résidu en position 444 influe sur la capacité des 

ALDH10 à prendre en charge la BAL (Kopečný et al. 2013). La présence d’une cystéine comme 

chez ZmAMADH1a, ou d’une alanine comme chez SoBADH1, élargit le canal de substrat, ce 

qui permet au groupe triméthylammonium de la BAL de se fixer (Tylichová et al. 2010; 

Kopečný et al. 2013). Les deux PsAMADH portent une isoleucine, qui rend plus étroit le canal 

de fixation du substrat (Kopečný et al. 2013). Il en résulte une plus faible affinité pour la BAL 

A B 
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(Kopečný et al. 2013). De plus, l’absence de résidu chargé à proximité du groupe amine 

explique la faible activité des ALDH10 du pois sur la BAL (Tylichová et al. 2010).  

Le résidu situé en position 288 est crucial pour la spécificité de substrat des ALDH10 

(Tylichová et al. 2010; Kopečný et al. 2013). PsAMADH2, SlAMADH2, ZmAMADH1a et 

ZmAMADH1b portent un tryptophane à cette position. Il a pour effet de réduire le volume du 

canal du substrat (Tylichová et al. 2010). Il en résulte une meilleure affinité pour les 

aminoaldéhydes linéaires, comme l’APAL et l’ABAL. A l’inverse, SlAMADH1 et 

ZmAMADH2 portent une alanine et PsAMADH1 porte une phénylalanine, ce qui explique leur 

affinité plus élevée pour le TMABAL que pour l’ABAL (Tylichová et al. 2010; Kopečný et al. 

2013).  

Le résidu situé en position 453 est important pour la spécificité de substrat des ALDH10. La 

présence d’une thréonine, comme chez SlAMADH1, élargit le canal du substrat, et le rend 

moins polaire. Cela permet d’oxyder efficacement une plus grande gamme de substrats 

(Kopečný et al. 2013). C’est le cas des ALDH10 du maïs et de SlAMADH2. A l’inverse, chez 

PsAMADH2 et les trois ZmAMADH, qui portent une cystéine, et chez PsAMADH1 qui porte 

une sérine, la spécificité de substrats est plus restreinte. 

e. Implication des ALDH10 dans la physiologie de la plante 

i. Intervention dans la synthèse de glycine bétaïne  

Les plantes se protègent des stress abiotiques, tels que la déshydratation et les basses 

températures, par l’accumulation de composés solubles. Parmi eux, la glycine bétaïne, ou 

triméthylbétaïne, est la plus répandue (Hanson and Wyse 1982; Le Rudulier et al. 1984). Elle 

permet d’ajuster le potentiel osmotique du cytoplasme (Meloni et al. 2004; Ben Hassine et al. 

2008), et stabilise les structures quaternaires des protéines ; en particulier les protéines du 

photosystème II (Papageorgiou and Murata 1995) et la Rubisco (Nomura et al. 1998). La 

glycine bétaïne est synthétisée à partir de la choline via deux réactions enzymatiques. La choline 

est d’abord oxydée en BAL par la choline monooxygénase (CMO ; EC 1.14.15.7). Ensuite, la 

BAL est convertie en glycine bétaïne par les ALDH10 (Figure 12).  

L’implication des ALDH10 dans l’oxydation importante de la BAL en glycine bétaïne en 

réponse au stress salin ou le manque d’eau a été montrée chez plusieurs espèces, dont l’orge 

(Ladyman et al. 1980; Arakawa et al. 1990), la betterave (Hanson and Wyse 1982), l’épinard 

(Weigel et al. 1986), et le palétuvier (Avicennia marina) (Hibino et al. 2001). D’autres plantes, 
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comme le riz ou Arabidopsis, bien que capables de synthétiser la glycine bétaïne, ne peuvent 

l’accumuler de manière importante en réponse au stress. Cette incapacité pourrait être due à la 

perte d’activité de la CMO (Hibino et al. 2002). En effet, une lignée de riz surexprimant la 

CMO de l’épinard acquiert la capacité d’accumuler la glycine bétaïne (Shirasawa et al. 2006). 

De plus, il a été montré que ALDH10A9 serait active sur la BAL (Missihoun et al. 2011) et que 

les deux ALDH10 d’Arabidopsis sont capables de produire de la glycine bétaïne. Ainsi, le 

mutant surexprimant AtALDH10A8 et AtALDH10A9 accumule une quantité supérieure de 

glycine bétaïne en réponse au stress salin (Missihoun et al. 2015). 

 

 

Figure 12 : Voie de biosynthèse de la glycine bétaïne. Abréviations : CMO : choline 

monooxygénase. BAL : bétaïne aldéhyde. BADH : bétaïne aldéhyde déshydrogénase 

(ALDH10). Fd : Ferrédoxine. NAD : Nicotinamide adénine dinucléotide. (D’après Sakamoto 

et Murata, 2002). 

ii. Intervention dans le métabolisme du GABA  

Certaines ALDH10, comme chez l’orge et le riz (Nakamura et al. 2001; Fujiwara et al. 2008), 

sont spécifiques des aminoaldéhydes linéaires. Elles peuvent être impliquées dans la conversion 

de l’ABAL en GABA. Le GABA est un acide aminé non protéinogène présent dans l’ensemble 

du vivant, associé à des fonctions biologiques variées. Il a beaucoup été étudié chez les 

animaux, où il intervient comme neurotransmetteur. Chez les plantes, il est principalement 

synthétisé par la décarboxylation du glutamate, catalysée par l’enzyme glutamate 

décarboxylase (GAD, EC 4.1.1.15) (Shelp et al. 1999). Il peut être métabolisé en semialdéhyde 

succinique par la GABA transaminase (GABA-T, EC 2.6.1.19). Le semialdéhyde succinique 

peut être ensuite converti en succinate par l’intervention d’une semialdéhyde déshydrogénase 

(SSADH, EC 1.2.1.16) (Figure 13). Chez la mousse Physcomitrella patens, une ALDH21 est 

impliquée dans cette réaction (Kopečná et al. 2017). Ces trois réactions forment ensemble le 

« GABA shunt » (Shelp et al. 1999). 
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Figure 13 : Métabolisme du GABA chez les plantes. Abréviations : GAD : glutamate 

décarboxylase. GS-GOGAT : glutamate synthase - glutamate 2-oxoglutarate aminotransférase. 

GABA-T : GABA transaminase. SSAL : semialdéhyde succinique. ABAL : 4-

aminobutyraldéhyde. 

Le GABA intervient de différentes manières dans la physiologie de la plante. C’est une 

molécule signal intervenant notamment dans la croissance du tube pollinique. Chez 

Arabidopsis, le mutant pollen-pistil-interaction2 (pop2) est affecté dans la croissance du tube 

pollinique. Le gène muté chez pop2 est une GABA-T qui intervient dans l’établissement d’un 

gradient de GABA le long du pistil, permettant la croissance du tube pollinique (Palanivelu et 

al. 2003). Le GABA joue également un rôle dans le métabolisme de l’azote, notamment son 

stockage et son transport, et dans l’équilibre entre le carbone et l’azote. Le GABA interviendrait 

dans la régulation du pH du cytosol, car il peut s’accumuler dans les tissus en réponse à une 

acidification de ce dernier. Le GABA joue également un rôle dans la protection contre le stress 

oxydatif et dans la défense contre les insectes (Shelp et al. 1999; Bouché and Fromm 2004).  

Le GABA possède enfin des propriétés osmoprotectantes. Il peut s’accumuler dans les tissus 

des plantes en réponse à un stress abiotique, tels que le sel (Kim et al. 2007), les températures 

élevées ou basses, les phytohormones ou encore la stimulation mécanique (Kinnersley and 

Turano 2000). Cette accumulation se produit principalement par décarboxylation du glutamate, 
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car la production importante de GABA s’accompagne d’une consommation du stock de 

glutamate (Wallace et al. 1984). Le GABA peut aussi être synthétisé à partir de l’ABAL par les 

ALDH10. Une intervention des ALDH10 dans la production de GABA en réponse osmotique 

au stress a été proposée. Ainsi, chez l’orge et le riz, l’expression des ALDH10 est induite par le 

sel et le manque d’eau (Oguri et al. 2003). Chez Arabidopsis, AtALDH10A8 et AtALDH10A9 

ont été liées à la production importante de GABA en réponse au stress salin (Zarei et al. 2016). 

Les mutants KO8-2 et badh, perte de fonction pour AtALDH10A8 et AtALDH10A9, 

respectivement, montrent une sensibilité accrue à la déshydratation et au stress salin (Missihoun 

et al. 2011; Zarei et al. 2016), et accumulent moins de GABA en réponse au stress salin (Zarei 

et al. 2016). Ces résultats suggèrent que AtALDH10A8 et AtALDH10A9 seraient responsables 

de la synthèse de GABA dans le plaste et le peroxysome, respectivement. Le GABA serait 

ensuite exporté et pourrait intervenir dans le GABA shunt mitochondrial (Figure 13). 

iii. Implication dans la résistance au stress 

Les ALDH10 peuvent donc être impliquées dans la biosynthèse de plusieurs molécules aux 

propriétés osmoprotectantes, notamment la glycine bétaïne, le GABA et la carnitine. Leur rôle 

dans la réponse au stress osmotique a fait l’objet de nombreuses études. L’expression des 

ALDH10 peut être induite par le stress salin, le manque d’eau, et les températures basses ou 

élevées. Ces propriétés en font des enzymes intéressantes pour l’amélioration des plantes en 

ingénierie génétique. 

L’induction de l’expression des ALDH10 en réponse au stress salin ou le manque d’eau a été 

montrée chez plusieurs espèces telles que l’orge (Ishitani et al. 1995), l’épinard (Weigel et al. 

1986; Weretilnyk and Hanson 1989), le sorgho (Sorghum bicolor) (Wood et al. 1996), le poirier 

Pyrus breitschneideri (Liang et al. 2004), la plante halotolérante Atriplex centralasiatica (Yin 

et al. 2002) ou encore Arabidopsis (Tableau 8), chez qui l’induction de l’expression de 

AtALDH10A8 d’AtALDH10A9 est cependant faible (Missihoun et al. 2011). Chez certaines 

espèces, l’expression des gènes codant pour les différentes isoenzymes n’est pas induite de la 

même manière. Ainsi, chez le palétuvier, l’expression d’une seule des deux isoenzymes 

ALDH10 est induite par le stress salin (Hibino et al. 2001). Chez le riz, une ALDH10 est 

inductible (Oguri et al. 2003) (Tableau 8), alors que l’autre est exprimé constitutivement dans 

les feuilles (Chen et al. 2008; Fitzgerald et al. 2009). Malgré cela, des lignées mutantes RNAi 

pour l’ALDH10 constitutive deviennent sensibles au stress salin (Niu et al. 2008). Chez 
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Arabidopsis, l’expression de AtALDH10A8 est induite plus efficacement que celle de 

AtALDH10A9. 

L’acide abscissique induit l’expression des ALDH10 chez certaines espèces, dont l’orge 

(Ishitani et al. 1995), l’amaranthe (Legaria et al. 1998), A. centralasiatica (Yin et al. 2002), et 

le poirier (Liang et al. 2004). L’expression de certaines ALDH10 peut également être régulée 

par les températures élevées ou basses. C’est le cas chez A. centralasiatica (Yin et al. 2002) 

ainsi que des deux ALDH10 d’Arabidopsis (Missihoun et al. 2011) (Tableau 8). L’expression 

de AtALDH10A8 et AtALDH10A9 est aussi induite par le stress oxydatif (Missihoun et al. 

2011).  

Tableau 8 : Induction par le stress de l’expression des gènes ALDH10, selon l’espèce et 

l’isoenzyme. Modifié d’après (Fitzgerald et al. 2009). Abréviations : ABA : acide abscissique. 

Espèce Isoenzyme Stress Référence 

Spinacia oleracea SoBADH1 Sel Weigel et al. 1986; 

Weretilnyk & Hanson 1989 

Hordeum vulgare Non défini Sel, ABA Ishitani et al. 1994 

Sorghum bicolor Les deux 

ALDH10 

Manque d'eau Wood et al. 1996 

Oryza sativa OsAMADH1 Sel Nakamura et al. 1997 

Amaranthus tricolor Non défini Sel, ABA Legaria et al. 1998 

Avicennia marina AmAMADH1 Sel Hibino et al. 2001 

Atriplex 

centralasiatica 

AcAMADH1 Sel, manque d'eau, 

froid, ABA 

Yin et al. 2002 

Pyrus breitschneideri Non défini Manque d'eau, 

ABA 

Liang et al. 2004 

Arabidopsis thaliana AtALDH10A8 

et 

AtALDH10A9 

Sel, froid, stress 

oxydatif 

Missihoun et al. 2011 

 

iv. Effets de l’expression transgéniques des ALDH10 sur la 

résistance au stress 

Des plantes transformées avec les ALDH10 d’espèces accumulatrices de glycine bétaïne 

acquièrent la capacité d’accumuler de la glycine bétaïne à leur tour. Elles deviennent aussi 
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résistantes à un certain nombre de stress abiotiques (Tableau 9). C’est le cas du tabac exprimant 

SoBADH1, une ALDH10 de betterave (Rathinasabapathi et al. 1994; Russell et al. 2002) ou 

une ALDH10 de la soude (Suaeda laiotungensis), une plante halotolérante (Li et al. 2003) 

(Tableau 9). Le riz exprimant les ALDH10 de l’orge, pourtant faiblement active avec la BAL 

(Fujiwara et al. 2008), devient capable d’accumuler la glycine bétaïne (Kishitani et al. 2000). 

La patate douce (Ipoema batatas) exprimant SoBADH1, tout comme Arabidopsis surexprimant 

une ALDH10 de la plante halophyte Sesuvium portulacastrum, acquièrent la capacité 

d’accumuler de la glycine bétaïne et deviennent résistantes au manque d’eau et au stress 

oxydatif (Yang et al. 2015). L’expression des gènes impliqués dans la défense contre le stress 

oxydatif, comme la superoxyde dismutase, la glutathion peroxydase, la glutathion réductase, la 

catalase, ou encore l’ascorbate peroxydase, sont induites plus efficacement par le sel, le méthyl-

viologène et le froid (Fan et al. 2012; Yang et al. 2015). La tomate exprimant les ALDH10 du 

sorgho (Moghaieb et al. 2000) ou de A. centralasiatica (Jia et al. 2002) montre également une 

tolérance accrue au sel (Tableau 9). Chez la carotte (Daucus carota), la surexpression d’une de 

ses propres ALDH10 dans les plastes des feuilles et des racines favorise l’accumulation de 

glycine bétaïne à des niveaux comparables à celui des plantes halophytes, et améliore la 

résistance stress salin (Kumar 2004). 

Tableau 9 : Effet de l’expression transgénique des ALDH10 sur la résistance au stress chez les 

plantes. Modifié d’après Fitzgerald et al. 2009. 

Espèce transformée Espèce dont est issue 

l’ALDH10 

Tolérance Référence 

Nicotiana tabaccum Spinacia oleracea Sel, chaleur Liang et al. 1997 

Solanum lycopersicum Sorghum sp. Sel Moghaieb et al. 

2000 

Nicotiana tabacum Suaeda liaotungensis Sel Li et al. 2003 

Daucus carota (surexpression) Sel Kumar et al. 

2004 

Ipoema batatas Spinacia oleracea Sel, froid, stress 

oxydatif 

Fan et al. 2012 

Solanum lycopersicum Atriplex hortensis Sel Jia et al. 2002 

Arabidopsis thaliana Sesuvium portulacastrum Manque d’eau, 

stress oxydatif 

Yang et al. 2015 
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v. Implication dans la germination 

Chez les plantes oléagineuses, comme Arabidopsis, le développement précoce repose sur la 

dégradation d’une réserve de TAG stockée sous forme de corps lipidiques, et ce jusqu’à 

l’établissement de la photoautotrophie. Les acides gras issus de la dégradation des TAG sont 

dégradés en acétyl-CoA via la β-oxydation. Cet acétyl-CoA est utilisé pour la synthèse de 

glucose via le cycle du glyoxylate et la néoglucogénèse, ce qui permet de fournir à la plante 

l’énergie nécessaire à son développement, avant l’établissement de la photoautotrophie 

(Eastmond and Graham 2001).  

Chez Arabidopsis, une étude a suggéré que le mutant d’insertion badh, perte de fonction pour 

AtALDH10A9, est affecté dans la β–oxydation (Cassin-Ross and Hu 2014). Chez ce mutant, 

les plantules âgées de 3, 5 et 7 jours conservent une teneur plus importante que le sauvage en 

acides gras dans leurs tissus, et des corps lipidiques persistants ont été identifiés par microscopie 

confocale dans les plantules âgées de 7 jours (Cassin-Ross and Hu 2014). Cette rétention de 

lipides serait due à un défaut dans la β–oxydation. En effet, la réponse du mutant badh à l’acide 

2,4-dichlorophénoxybutyrique, une molécule convertie en un analogue de l’auxine par la β-

oxydation, est réduite. Enfin, comme certains mutants affectés dans la β-oxydation, badh est 

affecté dans la germination (Cassin-Ross and Hu 2014). Ainsi, le taux de germination des 

graines à l’obscurité est significativement réduit, et il est plus sensible à l’effet inhibiteur de 

l’acide abscissique sur la germination (Cassin-Ross and Hu 2014).  

Ces résultats ont permis de supposer que les ALDH10 pouvaient avoir un rôle dans la β-

oxydation. Ils rejoignent les études montrant la forte identité de séquence entre les ALDH10 et 

les TMABADH humaine et fongique (Rippa et al. 2012), qui a permis de suggérer une 

implication des ALDH10 dans la voie de biosynthèse de la carnitine. Par ailleurs, une 

accumulation de carnitine en réponse au stress salin légèrement plus importante a été rapportée 

pour des mutants d’Arabidopsis surexprimant AtALDH10A8 et AtALDH10A9 (Missihoun et al. 

2015). Ces différentes études ont ainsi permis de supposer une implication des ALDH10 dans 

la voie de biosynthèse de la carnitine.  
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C. Objectifs du travail de thèse 

La carnitine est présente dans les tissus des plantes. Cependant, si au regard des données 

animales et microbiennes ses rôles physiologiques peuvent être nombreux, ils ne sont pas 

clairement identifiés chez les végétaux. Acquérir des connaissances sur sa voie de biosynthèse 

pourrait permettre de renforcer certaines hypothèses sur ses fonctions. Celle-ci présente des 

similitudes avec la voie de biosynthèse des animaux et des levures (Rippa et al. 2012). 

L’identification de la TML et de la γ-butyrobétaïne chez les plantes suggère qu’elle requiert des 

activités enzymatiques comparables. Les enzymes responsables de la biosynthèse de la carnitine 

ne sont pourtant pas encore identifiées chez les végétaux. Des analyses bioinformatiques ont 

néanmoins permis de proposer l’intervention des enzymes ALDH10 d’Arabidopsis dans la 

conversion du TMABAL en γ-butyrobétaïne, le précurseur direct de la carnitine (Rippa et al. 

2012). Cependant, les ALDH10 des plantes sont une famille d’enzymes capables de prendre en 

charge des substrats variés (Tylichová et al. 2010; Kopečný et al. 2013). Elles pourraient donc 

intervenir également dans la production d’autres composés, et ainsi participer à différents 

processus physiologiques. 

L’identification d’acétylcarnitine et d’acylcarnitines dans les tissus végétaux (Bourdin et al. 

2007; Nguyen et al. 2016), ainsi que les mesures d’activités carnitine acyl(acétyl)transférase 

(McLaren et al. 1985; Burgess and Thomas 1986; Gerbling and Gerhardt 1988; Schwabedissen-

Gerbling and Gerhardt 1995), montrent que la carnitine intervient dans le métabolisme lipidique 

chez les plantes, comme chez les animaux et les levures. Ces données indiquent que des 

enzymes catalysant l’estérification de la carnitine aux acides gras et à l’acétate sont présentes 

chez les plantes. De plus, l’identification d’activités CPT sur les membranes externe et interne 

de la mitochondrie suggère la présence possible d’un système de transport de type navette 

carnitine (Wood et al. 1984). Ce système pourrait inclure un transporteur de type CACT. 

Néanmoins, les enzymes responsables des activités carnitine acyl(acétyl)transférases et CACT 

ne sont toujours pas identifiées chez les plantes. 

Sur la base des données bibliographiques précédemment énoncées, ce travail de thèse poursuit 

donc trois objectifs :  

- Premièrement, la caractérisation in vitro des ALDH10 d’Arabidopsis d’un point de vue 

fonctionnel devrait permettre de formuler des hypothèses quant aux fonctions 

biologiques possibles de ces enzymes. Leur capacité à prendre en charge différents 

aminoaldéhydes sera mesurée et comparée à celles des ALDH10 d’autres espèces. Cette 
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analyse devra permettre de confirmer ou non l’implication possible des AtALDH10 

dans la voie de biosynthèse de la carnitine. Elle devra également permettre de proposer 

d’autres processus physiologiques dans lesquels ces enzymes peuvent être impliquées. 

 

- Ensuite, les mutants perte de fonction pour AtALDH10A8 et AtALDH10A9 déjà 

disponibles, seront étudiés. Un double mutant, perte de fonction pour les deux enzymes, 

sera généré et étudié. La caractérisation des différents génotypes fournira des 

renseignements précieux sur les rôles physiologiques des ALDH10 chez Arabidopsis, 

et possiblement plus largement chez les plantes. Cela concerne notamment le 

développement et l’architecture de la plante, la résistance au stress salin, et le 

métabolisme lipidique. Une quantification de métabolites doit également permettre de 

rejeter ou de confirmer les hypothèses proposées par la caractérisation in vitro des 

AtALDH10, notamment leur éventuelle implication dans la biosynthèse de la carnitine. 

 

- Enfin, il est essentiel de tirer profit de ce qui est connu chez les animaux et les levures 

pour approfondir les connaissances au sujet de la physiologie de la carnitine chez les 

plantes. En particulier, l’outil bioinformatique sera un outil de choix pour rechercher 

chez les plantes de nouvelles enzymes, potentiellement impliquées dans sa voie de 

biosynthèse et son activité dans le transport d’acides gras et d’acétate. Une recherche 

exhaustive de candidats par homologie de séquence sera réalisée dans les bases de 

données chez l’ensemble des plantes. Un outil utilisant l’homologie structurale sera 

également utilisé pour rechercher dans de protéome d’Arabidopsis des enzymes dont la 

structure tridimensionnelle prédite serait homologue à celle des enzymes animales. 

Cette recherche poursuit deux objectifs : identifier chez les plantes d’une part des 

enzymes potentiellement liées à la voie de biosynthèse de la carnitine, et d’autre part 

des enzymes liées à son intervention dans le transport d’acétate et d’acides gras. 
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II. Matériel et méthodes 

A.  Matériel 

1. Bactéries 

La souche bactérienne Escherichia coli StellarTM Competent Cells HST08 (Clontech, Mountain 

View, Etats-Unis), de génotype F-, endA1, supE44, thi-1, recA1, relA1, gyrA96, phoA, Φ80d 

lacZΔM15, Δ（ lacZYA - argF ）U169, Δ ( mrr- hsdRMS - mcrBC ), ΔmcrA,λ–, est utilisée 

pour l’amplification des plasmides. La souche E. coli BL21 (DE3) (New England Biolabs, 

Ipswitch, Royaume-Uni), de génotype (fhuA2 [lon] ompT gal (λ DE3) [dcm] ∆hsdS λ DE3 = λ 

sBamHIo ∆EcoRI-B int::(lacI::PlacUV5::T7 gene1) i21 ∆nin5) est utilisée pour l’expression 

de protéines recombinantes. 

2. Plasmides 

Le plasmide pGem®-T Easy (Promega, Madison, Etats-Unis) est utilisé pour le clonage des 

produits d’amplification par réaction en chaine par polymérase (PCR). Il contient un gène de 

résistance à l’ampicilline (Figure 14). Il permet de cloner un gène d’intérêt à l’intérieur du gène 

LacZ, codant pour une β-galactosidase. En présence de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-

galactopyranoside (X-gal) et d’isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG), les colonies 

bactériennes transformées avec le plasmide prennent une coloration bleue. Si le plasmide est 

recombiné, les colonies sont de couleur blanche. 

Le plasmide pCDFDuetTM-1 est utilisé pour l’expression de protéines recombinantes. Il permet 

l’ajout d’un tag histidine (6*His) en position N-terminale (Figure 15). Il comporte un gène de 

résistance à la streptomycine. 

 



60 
 

 

Figure 14 : Carte simplifiée du plasmide pGem®-T Easy. Les positions du gène de résistance 

à l’ampicilline (AmpR), du gène LacZ (en bleu foncé), et de l’insertion du gène d’intérêt dans 

le gène LacZ (insertion, en vert) sont indiquées.  

 

 

Figure 15 : Carte simplifiée du plasmide pCDFDuetTM-1. Les positions du codon initiateur 

(Start), du tag histidine (His Tag, en bleu clair) et du gène de résistance à la streptomycine 

(StrepR, en bleu foncé) sont indiquées. Les sites de restriction BamHI et KpnI, utilisés dans le 

cadre de cette thèse, sont présentés en vert.  

3. Plantes 

L’ensemble des expériences réalisées dans le cadre de cette étude sont conduites sur l’écotype 

Columbia (Col-0) d’Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Antérieurement à ce travail de thèse, le 

mutant T-DNA homozygote KO8-2 a été obtenu par autopollinisation de l’hétérozygote 

SK54056 (Missihoun et al., 2011, Zhao 2014), fourni par la banque NASC (Nottingham 

Arabidopsis stock center: http://www.arabidopsis.info/). Le mutant T-DNA homozygote badh 

pGEM®-T Easy 

(3015 bp) 

pCDFDuetTM-1 

(3781 bp) 

StrepR 

AmpR 

LacZ 

Start 

Kpn1 Kpn1 

BamH1 

His tag 

http://www.arabidopsis.info/
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a été obtenu par autopollinisation de l’hétérozygote SAIL_543_H01, fourni par la banque 

NASC. 

4. Amorces pour les PCR 

Les amorces sont choisies en utilisant le logiciel Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). 

Elles sont commandées auprès de Eurofins Genomics (Ebersberg, Allemagne). Les amorces 

utilisées dans le cadre de ce travail de thèse sont listées dans le tableau 10.  

Tableau 10 : Liste des amorces utilisées. 

Nom de l’amorce Séquence nucléotidique dans le sens 5’ 3’ Séquence cible 

LB3 ATACGACGGATCGTAATTTGTCG T-DNA de AtALDH10A8 chez KO8-2 

ZY001 GGTGCACCACGAATCCACGAT AtALDH10A8 

ZY002 GCACAAAGATTTGAACAGACAGC AtALDH10A8 

LB2 GCTTCCTATTATATCTTCCCAAATTACCAATACA T-DNA de AtALDH10A9 chez badh 

SR124 AGACAGCCTCGTATAGGATGTATATA AtALDH10A9 

SR125 CGTAGTTCCGATAACGATAGATTGAAT AtALDH10A9 

FJ002 GGATCCGATGGCCGGAATTGT pGem®-T Easy-AtALDH10A8 (Zhao, 

2014) 

ZY022 CCATGACAAGTTACCCATTACTTAGTT pGem®-T Easy-AtALDH10A8 (Zhao, 

2014) 

10A8-fwd AGGACGAGGCAATTGAGCTA cDNA AtALDH10A8 

10A8-rev TCCAAGTTCTCGTCCAAACC cDNA AtALDH10A8 

10A9-fwd AGGCAATTCAGCTTGCAAAT cDNA AtALDH10A9 

10A9-rev CTGAGAGCAGTTGACCCACA cDNA AtALDH10A9 

10A9_for2 CTCTTCATCGGCGGTCAATG cDNA AtALDH10A9 

10A9_rev2 GCCCAATCCTTTCCGTTGTT cDNA AtALDH10A9 

10A9_for_3 GAGACGGCAACTCTTCATCG cDNA AtALDH10A9 

10Ap_rev_3 TCTAGCCCAATCCTTTCCGT cDNA AtALDH10A9 

SP6 ATTTAGGTGACACTATAG pGem®-T Easy (voir texte) 

T7 TAATACGACTCACTATAGGG pGem®-T Easy (voie texte) 

http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
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B. Techniques préparatoires 

1. Culture et conservation des bactéries 

Les bactéries sont cultivées en milieu Luria-Bertani (LB) (10 g l-1 de bactotryptone, 5 g L-1 

d’extrait de levure et 10 g l-1 de NaCl), avec 100 µg ml-1 d’ampicilline pour le plasmide pGem®-

T Easy ; et 50 µg ml-1 de streptomycine pour le plasmide pCDFDuetTM-1. Les cultures sont 

réalisées une nuit à 37°C sous une agitation permanente de 200 rotations par minutes (rpm). 

Les bactéries sont conservées dans du glycérol 20 % (v/v) et stockées à -80°C. 

Pour l’obtention de colonies, les bactéries sont étalées sur milieu LB contenant 10 g l-1 d’agar 

(LB agar), avec 100 µg ml-1 d’ampicilline pour le plasmide pGem®-T Easy ; et 50 µg ml-1 pour 

le plasmide pCDFDuetTM. Pour les bactéries transformées avec le plasmide pGem®-T Easy, le 

milieu LB agar contient également 100 µl de X-gal à 2 % et 0,1 M d’IPTG. Les cultures 

bactériennes sont incubées une nuit à 37°C.  

2. Clonage des bactéries 

a. Purification des plasmides 

L’ADN plasmidique est extrait à partir d’un volume de 5 ml de cultures bactériennes, en 

utilisant le kit QIAprep® Spin Miniprep (Qiagen, Hilden, Allemagne) et en suivant les 

instructions du fournisseur. La concentration et la qualité de l’ADN dans les échantillons sont 

déterminées au moyen d’un Nano Drop 2000 (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Etats-

Unis). L’absorbance de l’échantillon à 280 nm, 260 nm et 230 nm sont mesurées. Un ratio 

A260/A280 proche de 1,8 et un ratio A260/A230 proche de 2 indiquent un échantillon d’ADN 

suffisamment pur. Les échantillons d’ADN sont conservés à -20°C. 

b. Amplification par PCR en vue de clonages 

Pour les PCR dont les produits sont destinés à être clonés dans un plasmide, la polymérase de 

haute-fidélité Pfx50™ DNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, Etats-Unis) est utilisée. Le 

mélange réactionnel comprend 5 µl de tampon 10X ; 1,5 µl de dNTP (10 mM) ; 10 ng d’ADN ; 

et 5 unités d’ADN polymérase. La PCR est réalisée dans les conditions suivantes : une phase 

de dénaturation de 2 minutes à 94°C, suivie de 35 cycles comprenant chacun une phase de 

dénaturation de 15 secondes à 94°C, d’une hybridation de 30 secondes à une température 
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variable en fonction de la séquence des amorces, et une élongation de 30 à 60 secondes à 68°C. 

Elle comprend pour finir une élongation finale de 5 minutes à 68°C. 

c. Digestion et ligation 

Les digestions enzymatiques sont réalisées dans un volume réactionnel de 30 µl, contenant 

approximativement 3 µg d’ADN plasmidique, 3 µl de tampon approprié, et 2 unités d’enzyme 

de restriction par µg d’ADN. Les échantillons sont incubés 2 heures à la température adéquate. 

Les ligations sont réalisées en utilisant le kit T4 DNA Ligase (Roche Life Science, Penzberg, 

Allemagne). Le vecteur ouvert et l’insert sont mis en présence dans un ratio 3:1, dans un volume 

de 20 µl contenant 2 µl de tampon approprié et la 1 unité de T4 DNA Ligase par µg de plasmide. 

La ligation est réalisée à 16°C durant 16 heures. 

d. Electrophorèse 

Les acides nucléiques issus des amplifications par PCR ou des digestions enzymatiques sont 

analysés après migration sur un gel contenant 1 % d’agarose (m/v). Le gel est élaboré à partir 

du TAE 0,5 X (20 mM trishydroxyméthylaminométhane (Tris) acétate et 1 mM 

d’éthylènediaminetétraacétique (EDTA) à pH = 8. Du bromure d’éthidium est rajouté à une 

concentration de 0,15 µg ml-1. Un tampon de charge « Loading Dye Buffer 6X » (New England 

Biolabs, Ipswitch, Royaume-Uni) est ajouté aux échantillons avant dépôt sur le gel. La 

migration est réalisée dans un tampon TAE 0,5 X sous une tension de 100 V. La taille des 

fragments d’acides nucléiques est déterminée en utilisant le marqueur de taille Smart Ladder 

(Eurogentec, Seraing, Belgique). 

e. Transformation 

Pour la transformation des bactéries compétentes, les bactéries sont mises en présence de 5 ng 

de plasmide, soit 2 µl. Après 20 minutes sur glace, les bactéries sont transformées par choc 

thermique à 42°C pendant 45 secondes pour les HST08 ; et 15 secondes pour les BL21 (de3), 

puis replacées sur glace pendant 2 minutes. 1 ml de milieu super optimal broth with catabolic 

repressor (SOC), constitué de 0,5 % d’extrait de levure (m/v), 2 % de tryptone (m/v), 10 mM 

NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 20 mM MgSO4 et 20 mM glucose, est ensuite ajouté. Les 

cultures sont incubées 1 heure à 37°C sous agitation à 200 rpm avant d’être étalées sur milieu 

LB agar. 
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3. Culture des plantes et préparation du matériel végétal 

a. Culture in vitro 

Les graines sont stérilisées sous une hotte à flux laminaire horizontal. Elles sont immergées en 

agitation durant 3 minutes dans 1 ml d’une solution d’éthanol à 70 % contenant 0,05 % (m/v) 

de sodium dodécyl sulfate (SDS) ; puis rincées avec 1 ml d’éthanol à 95 % durant une minute. 

Elles sont ensuite séchées sous hotte sur un papier Watman préalablement autoclavé. Les 

graines sont semées en conditions stériles sur boîte de Petri, sur un milieu Murashige & Skoog, 

(M5524 Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Etats-Unis) (Murashige and Skoog, 1962), ajusté à un pH 

5,8 avec du KOH, et solidifié avec 8 % (m/v) d’agar (A1296 Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Etats-

Unis). Elles sont placées à 4°C durant 4 jours pour stratification. Les boîtes de Pétri sont 

transférées en armoire phytotronique à 24°C, et les plantules sont cultivées avec une 

photopériode de 16 heures, sous un éclairage de 150 µmol de photons m-2 s-1, et une hygrométrie 

de 70 %. 

b. Culture en serre 

Les graines d’Arabidopsis sont semées sur terreau horticole Floradur (Hortalis, France), dans 

des pots de 7*7*11 cm, puis stratifiées à 4°C durant 4 jours. Les plantes sont cultivées en serre 

avec une photopériode de 16 heures sous une lumière de 400 µmol de photons m-2 s-1, une 

température de 24°C et un taux d’hygrométrie de 55 %. Les graines sont récoltées sur les plantes 

matures sèches, avec les siliques déhiscentes. 

c. Culture en conditions de stress salin 

Pour étudier l’impact de la salinité sur la croissance de la plante, à partir de 14 jours après 

germination, les plantes cultivées en pot sont arrosées tous les deux jours avec 100 ml d’eau 

(pour les plantes de contrôle), ou 100 ml de solution contenant 50 ; 75 ou 100 mM NaCl. Le 

traitement est poursuivi durant 14 jours. Pour étudier l’impact de la salinité sur la teneur en 

GABA, γ-butyrobétaïne et carnitine, les plantes âgées de 5 semaines sont arrosées tous les deux 

jours avec 150 ml d’eau (pour les plantes de contrôle), ou 150 ml de solution contenant une 

solution de NaCl à 150 mM. Le traitement est poursuivi durant une semaine. 
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d. Croisements 

Le double mutant KO8-2 badh est obtenu par croisement des simple mutants KO8-2 et badh 

homozygotes. Le croisement est réalisé sur des fleurs encore fermées, avant l’autofécondation. 

Les étamines de l’un des deux parents sont mises en contact avec le stigmate de l’autre parent, 

de manière à y déposer quelques grains de pollen. Ce premier croisement génère des double 

hétérozygotes. L’autopollinisation des double hétérozygotes permet d’obtenir 1/16 de double 

mutants homozygotes KO8-2 badh. 

e. Dessiccation 

Pour mesurer la masse de matière sèche, le matériel végétal est congelé dans l’azote liquide, 

puis séché durant une nuit dans un lyophilisateur PowerDry LL1500 (Thermo Fischer 

Scientific, Waltham, Etats-Unis). 

4. Extractions d’acides nucléiques de plantes 

a. Extraction d’ADN génomique 

Les extractions rapides d’ADN génomique de plantes sont réalisées en broyant une feuille jeune 

de rosette par plante dans un tube Eppendorf, en utilisant un cône adapté stérile. 400 µl de 

tampon d’extraction (Tris HCl 200 mM pH 7,5 ; NaCl 250 mM, EDTA 25 mM et 0,5 % de 

SDS) sont ajoutés. Les échantillons sont ensuite centrifugés 1 minute à 15 700 g. 300 µl 

d’isopropanol sont ajoutés à 300 µl de surnageant. Les échantillons sont laissés 2 minutes à 

température ambiante, puis centrifugés 5 minutes à 15 700 g. Les surnageants sont retirés, et 

les culots sont séchés à 37°C avant d’être resuspendus dans 100 µl de tampon TE (10 mM de 

Tris et 1 mM d’EDTA). Les échantillons d’ADN sont conservés à -20°C. 

b. Extraction d’ARN totaux 

Approximativement 30 mg de feuilles caulinaires, feuilles de rosette, boutons floraux ou 

plantules, congelées dans l’azote liquide, sont broyées dans un mortier préalablement refroidi à 

l’azote liquide, à l’aide d’un pilon. Les ARN totaux sont extraits à l’aide du kit RNEasy® plant 

Mini Kit (Qiagen, Hilden, Allemagne), en suivant les instructions du fournisseur. Une étape de 

digestion de l’ADN par une DNase est inclue, en utilisant le kit RNase free DNase set (Qiagen, 

Hilden, Allemagne). La concentration et la qualité des ARN dans les échantillons sont 

déterminées au moyen d’un Nano Drop 2000 (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Etats-
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Unis). L’absorbance de l’échantillon à 280 nm, 260 nm et 230 nm sont mesurées. Un ratio 

A260/A280 et un ratio A260/A230 proches de 2 indiquent un échantillon d’ARN suffisamment 

pur. Les échantillons d’ADN sont conservés à -20°C. Les échantillons d’ARN sont conservés 

à -80°C. 

5. Amplifications par PCR 

a. Génotypage par PCR 

Les PCR pour le génotypage des plantes sont réalisées dans un milieu réactionnel contenant 2,5 

µl de tampon 10X approprié, 0,5 µl de dNTP à 10 mM, 0,3 µL de chaque amorce à 20 µM, 0,5 

µl de Taq polymérase (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Etats-Unis) et 0,5 µl d’ADN. Dans le cadre 

de cette thèse, toutes les PCR de génotypage sont réalisées dans les mêmes conditions. L’ADN 

subit une phase initiale de dénaturation à 94°C pendant 2 minutes. Ensuite, 35 cycles 

d’amplification sont réalisés. Chaque cycle comprend une phase de dénaturation de 20 secondes 

à 94°C ; une phase d'hybridation de 20 secondes à 54°C ; ainsi qu’une phase d'élongation de 40 

secondes à 72°C.  

b. RT-PCR quantitative 

Les ADN complémentaires (ADNc) sont synthétisés à partir de 2 µg d’ARN totaux de plantes. 

La transcription inverse est réalisée avec la transcriptase inverse RevertAid reverse 

transcriptase (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Etats-Unis). 0,5 µg d’oligo(dT)18, sont 

ajoutés aux échantillons d’ARN. La transcription inverse est réalisée dans un volume de 20 µl 

contenant 4 µl de tampon de réaction 5X, 20 unités de l’inhibiteur de RNase Thermo 

ScientificTM RNase Inhibitor, 2 µl de mélange de dNTP et 200 unités de transcriptase inverse. 

Les transcrits sont amplifiés par PCR quantitative en temps réel, sur des plaques de 396 puits. 

Les échantillons d’ADNc sont dilués 20 fois. Chaque puits contient un volume final de 10 µl, 

dont 4,6 µl de SYBR Green (Roche Life Science, Penzberg, Allemagne), 20 ng (soit 2 µl) 

d’ADNc et 0,5 µl de mélange d’amorces sens et antisens (10 pmol µl-1). La PCR est réalisée 

selon un programme incluant 45 cycles, comprenant chacun 10 secondes à 95°C, 10 secondes 

à 60°C et 10 secondes à 72°C. Il se termine par une augmentation progressive de la température 

de 65°C à 97°C. Les valeurs de Cycle Threshold (CT) sont calculées par le logiciel LightCycler 

480 (Roche Life Science, Penzberg, Allemagne). Ces valeurs sont comparées à celles des gènes 
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de référence EF1α ou APT1, parmi 5 gènes de référence testés. L’expression des gènes étudiés 

est calculée comme suit : 

EECT/ERCT 

Avec EE : efficacité du couple d’amorces du gène étudié ; ER : efficacité du couple d’amorces 

du gène de référence ; CT : crossing threshold. 

6. Extraction, quantification et purification de protéines 

a. Expression des protéines recombinantes 

L’expression des protéines recombinantes est induite dans une culture bactérienne de volume 

variant de 5 ml à 1 l de LB liquide, contenant 50 mM de streptomycine, sous une agitation 

constante de 200 rpm. L’induction est réalisée en ajoutant 0,2 mM d’IPTG durant la phase de 

croissance exponentielle (DO600 = 0,4) à une température de 25°C. Les cultures sont ensuite 

incubées 4 heures en agitation à 200 rpm. 

b. Extraction et purification de protéines bactériennes 

Les cultures bactériennes sont centrifugées et le surnageant est éliminé. Les culots bactériens 

sont repris dans 5 ml de solution de Tris HCl 100 mM (pH 7,5). Le cocktail d’inhibiteur de 

protéases Pefabloc SC (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Etats-Unis) est ajouté à une concentration 

de 0,1 mM. Les bactéries sont lysées sur glace par sonication au moyen d’un sonicateur Vibra-

Cell (Sonics & Material, Newtown, Etats-Unis), et les échantillons sont centrifugés 20 minutes 

à 4°C à 10 000 g. Le surnageant est prélevé et centrifugé 30 minutes à 20 000 g à 4°C pour 

éliminer les débris cellulaires. Les protéines recombinantes comportant un tag histidine N-

terminal (6*His), sont purifiées à partir des protéines bactériennes sur une colonne de nickel 

NTA sepharose (Qiagen, Hilden, Allemagne), en suivant les instructions du fournisseur. Les 

protéines sont conservées à -20°C. 

c. Extraction de protéines végétales 

Les graines ou les plantules, congelées dans l’azote liquide, sont placées dans un mortier 

préalablement refroidi à l’azote liquide et réduites en poudre avec un pilon. Les échantillons 

sont resuspendus dans un tampon contenant 150 mM de Tris HCl pH 9,0. Les échantillons sont 

centrifugés 10 minutes à 10 000 g à 4°C. Les protéines végétales sont conservées à -20°C. 
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d. Identification des protéines 

5 ml de culture sont centrifugés 10 minutes à 10 000 g, puis repris dans 50 µl de tampon 

Laemmli 4X (2,5 ml de Tris HCl 1 M pH 6,8 ; 4 ml SDS 20 % ; 1 ml de 2-mercaptoéthanol ; 

2,5 ml de glycérol 80 % et 4 mg de bleu de bromophénol), chauffés 10 minutes à 100°C, et 

centrifugés 10 minutes à 10 000 g. La migration des protéines est réalisée au moyen d’une 

électrophorèse sur gel SDS-PAGE. Le gel de concentration contient 1,25 ml de Tris HCl 0,5 M 

pH 6,8, 50 ml de SDS 10 %, 667 µl d’acrylamide 30 %, 50 µl d’ammonium persulfate (APS) 

et 10 µl de tétraméthyléthylènediamine (TEMED), complété à 5 ml avec de l’eau. Le gel de 

séparation contient 3,33 ml d’acrylamide 30 % ; 2,5 ml de Tris 1,5 M pH 8,8 ; 100 µl de SDS 

10 %, 100 µl d’APS et 10 µl de TEMED, complété à 10 ml avec de l’eau. Pour l’identification 

des protéines par SDS-PAGE, 10 µl d’échantillons sont déposés sur le gel. Une première 

migration est réalisée à 90 V. Une fois les échantillons dans le gel de séparation, une seconde 

migration à 150 V, avec une intensité de 25 mA est réalisée. Le gel est ensuite coloré à l’aide 

du réactif Coomassie Brilliant Blue R250 (Bio-Rad, Hercules, Etats-Unis) durant une heure, 

puis décoloré dans une solution contenant 40 % de méthanol et 10 % d’acide acétique durant 4 

heures. La taille des protéines est déterminée en utilisant le marqueur de taille PageRulerTM 

Prestained Protein Ladder (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Etats-Unis). 

7. Extraction du GABA, de la γ-butyrobétaïne et de la carnitine  

Le GABA, la γ-butyrobétaïne et la carnitine totale contenus dans les tissus végétaux sont 

extraits selon la méthode mise au point par notre laboratoire. Les échantillons végétaux (entre 

20 et 50 mg de matière fraiche) sont broyés dans l’azote liquide au moyen d’un mortier et d’un 

pilon, puis resuspendus dans 500 µl de solution méthanol eau (8:2 v/v). Les standards internes 

deutérés de GABA (GABA d6) et de carnitine (L-carnitine d3) sont fournis par Sigma-Aldrich 

(références C0158 et 614487, respectivement). Le standard de γ-butyrobétaïne (γ-butyrobétaïne 

d9) est fourni par CDN Isotopes (D-6789, Québec, Canada). Ces standards sont ajoutés à une 

concentration finale de 2, 5 et 10 ng mg-1 matière sèche, respectivement. L’échantillon subit 

ensuite un traitement aux ultrasons durant 10 secondes, est incubé 30 minutes à 65°C, puis 

centrifugé 10 minutes à 16 000 g à 4°C. Le surnageant est évaporé à 40°C sous un flux d’azote 

gazeux. Une phase de précipitation des protéines est ensuite réalisée. Pour cela, le culot est 

d’abord resuspendu dans 500 µl d’une solution acétonitrile/méthanol 3:1 (v/v), puis 20 minutes 

à -20°C. L’échantillon est centrifugé 15 minutes à 8 000 g, puis séché sous un flux d’azote 

gazeux. 
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8. Extraction d’acides gras et de lipides 

Les contenus en acides gras de 50 graines ou plantules sont transméthylés 90 minutes à 85°C 

dans une solution de méthanol avec 5 % HCl, avec 300 µl de toluène comme cosolvant (Li-

Beisson et al. 2013). L’acide heptadécanoïque (C17:0) (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Etats-

Unis) est utilisé comme standard interne. Après évaporation, les esters d’acides gras sont 

extraits dans l’heptane. 

Les lipides sont extraits à partir de 50 mg de plantules âgées de 4 jours. Le matériel végétal est 

broyé durant 5 minutes à 4000 rpm dans 1 ml de chloroforme/méthanol/eau (8:4:3, v/v/v) à 

l’aide d’un broyeur Precellys® (Bertin Technologies, Montigny-le-Bretonneux, France). La 

phase liquide est prélevée et séchée à l’azote gazeux, puis resuspendue dans 300 µl 

d’isopropanol. Les échantillons sont ensuite centrifugés 5 minutes à 8000 rpm. 

 

C. Techniques analytiques 

1. Génotypage par PCR 

Les plantes double hétérozygotes et doubles homozygotes KO8-2 badh sont identifiées au 

moyen d’un génotypage par PCR. Les amorces ZY001, ZY002 et LB3 sont utilisées pour suivre 

le T-DNA de l’allèle KO8-2. ZY001 et ZY002 reconnaissent des séquences du gène 

AtALDH10A8. LB3 reconnaît une séquence située sur la bordure gauche du T-DNA. ZY001 et 

LB3 permettent de générer un amplicon de 550 pb pour l’allèle KO8-2 (portant le T-DNA), et 

les amorces ZY001 et ZY002 permettent de générer un amplicon de 700 pb pour l’allèle 

sauvage. De la même manière, les amorces SR124, SR125 et LB2 sont utilisées pour suivre le 

T-DNA de l’allèle badh. SR124 et SR125 reconnaissent des séquences du gène AtALDH10A9. 

LB2 reconnaît une séquence située sur la bordure gauche du T-DNA. Les amorces SR124 et 

SR125 permettent de générer un amplicon de 500 pb pour l’allèle sauvage, et les amorces 

SR124 et LB2 permettent de générer un amplicon de 200 pb pour l’allèle badh (portant le T-

DNA). Les plantes homozygotes sont identifiées au moyen d’une électrophorèse sur gel 

d’agarose. Seules les plantes donnant lieu à une amplification de fragment de 550 paires de 

bases pour AtALDH10A8 et 200 paires de bases pour AtALDH10A9 sont conservées. 
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2. Activités enzymatiques 

L’activité in vitro des AtALDH10 recombinantes ou des extraits de protéines végétales solubles 

totales est déterminée en dosant la conversion du NAD+ en NADH. Pour cela, l’absorbance à 

340 nm est mesurée au moyen d’un spectrophotomètre (E340 NADH = 6,62 mM-1 cm-1). 

L’activité des AtALDH10 recombinantes est mesurée dans un tampon réactionnel contenant 3 

µl d’enzyme purifiée, 150 mM de tampon Tris-HCl de pH variable (7,0 à 9,0), 1 mM de NAD+, 

et une concentration variable de substrats, dans un volume final de 2 ml. L’activité ALDH10 

des extraits de protéines végétales solubles totales est mesurée dans un milieu réactionnel de 2 

ml, contenant 150 mM de tampon Tris-HCl (pH = 9), 2 mM de NAD+, 300 µl d’extrait de 

protéines solubles, et 1 mM de substrat (ABAL ou TMABAL). Pour les mesures d’activités 

enzymatique à un pH supérieur à 9,0, un tampon glycine-NaOH 150 mM est utilisé à la place 

du tampon Tris-HCl. La BAL est fournie par Sigma-Aldrich (Steinheim, Allemagne, référence 

B3650). L’ABAL, l’APAL, et le DMABAL sont préparés à partir de leur diéthylacetals, fournis 

par Sigma-Aldrich (Steinheim, Allemagne, références A44150 et A8597). Les diéthylacétals 

du TMABAL, du DMABAL et du TMAPAL et les diéthylacétals carbonates du GBAL et du 

GPAL sont synthétisés au centre de recherches de la région de Hanà (Olomouc, République 

Tchèque). Les diéthylacétals sont hydrolysés 10 minutes dans 0,2 M de HCl à 100°C. A partir 

des cinétiques réalisées avec des concentrations différentes de substrats, les paramètres 

enzymatiques Km et Vmax des enzymes sont calculés au moyen du logiciel GraphPad Prism 5.0 

(GraphPad Software, Inc., La Jolla, Etats-Unis). Pour les cas où aucune inhibition par le substrat 

n’est observée, les paramètres enzymatiques sont déterminés en utilisant l’équation de 

Michaelis-Menten. Pour tenir compte d’une inhibition par le substrat, les données sont 

analysées au moyen d’une régression non linéaire en utilisant l’équation de Michaelis-Menten 

incluant des paramètres permettant de tenir compte d’une inhibition partielle par le substrat : 

V = Vmax [S] / (Km (1 / (1 + β [S] / Ki)) + [S] ((1 + [S]/ Ki) / (1+ β [S] / Ki))) 

Avec V: vitesse de réaction, Vmax : vitesse de réaction maximale, [S] : concentration de 

substrat, Km : concentration de substrat à la moitié de la vitesse maximale, Ki : constante 

d’inhibition par le substrat, β : facteur décrivant l’effet de l’inhibition par le substrat sur Vmax. 

L’activité de la protéine NP_188773.1 recombinante a été étudiée dans les mêmes conditions 

de réaction que celles utilisées pour caractériser la BBD humaine (Lindstedt and Lindstedt 

1970; Leung et al. 2010). La réaction a été réalisée dans 1 ml de volume réactionnel contenant 

50 mM de tampon phosphate pH = 7, 10 mM d’ascorbate de sodium, 20 mM de chlorure de 
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potassium, 2 mM de sulfate de fer et 3 mM de 2-oxoglutarate. Trois concentrations de substrat 

γ-butyrobétaïne ont été testées : 10, 100 et 1500 ng ml-1, et une quantité variable d’enzyme 

purifiée ou de protéines bactériennes totales a été ajoutée : de 0 à 100 µg ml-1. Le mélange est 

incubé à température ambiante durant 16 ou 48 heures, et la carnitine présente dans l’échantillon 

est quantifiée. 

3. Quantification du GABA, de la γ-butyrobétaïne et de la carnitine 

La quantification du GABA, de la γ-butyrobétaïne et de la carnitine sont réalisées en utilisant 

un système de couplage Agilent 6460 Triple Quadrupole LC/MS Systems (Agilent 

Technologies, Santa Clara, Etats-Unis). La séparation des composés est réalisée au moyen 

d’une HPLC Agilent 1290 (Agilent Technologies, Santa Clara, Etats-Unis), sur une colonne 

Hilic (150 mm x 3 mm) de KinetexTM avec des particules de 2,6 µm (Phenomenex). Le gradient 

d’élution utilise une solution d’acétate d’ammonium à 7,5 mM (solution A) et de méthanol pur 

(solution B) comme phase mobile. La phase mobile contient initialement 30 % de solution A et 

70 % de solution B. Après 12 minutes, elle contient 50 % de solution A et 50 % de solution B. 

Après 20 minutes, elle contient 60 % de solution A et 40 % de solution B. Le flux est de 0,6 ml 

min-1 et 20 µl d’échantillons sont injectés. L’énergie de collision est de 20 eV. Les transitions 

utilisées pour les quantifications sont les suivantes: 87 et 43,1 pour le GABA, 87,1, 60,2 et 58,1 

pour la γ-butyrobétaïne, et 103, 85 et 60,1 pour la carnitine. 

4. Analyse et quantification des acides gras et des lipides 

Les acides gras sont séparés par chromatographie en phase gazeuse avec détection d’ionisation 

par flamme (GC-FID) (Shumadzu, Kyoto, Japon) en utilisant une colonne polaire BPX70 (30 

m x 0.25 mm avec des particules de 0,25 µm) (SGE Analytical Science, Milton Keynes, 

Royaume-Uni). La température du four est de 120°C pendant 2 minutes, et augmente ensuite 

de 8°C min-1 jusqu’à 250°C. Cette température est maintenue durant 2 minutes. Des 

échantillons d’acides gras standards ont été passés préalablement sur la colonne pour déterminer 

le temps de rétention pour chacun d’eux. Les acides gras sont identifiés par leur temps de 

rétention et les aires des pics correspondants sont calculées.  

Les lipides sont séparés et quantifiés par chromatographie en phase liquide couplée à un 

spectromètre de masse quadrupôle/temps de vol (HPLC-QTOF), à l’aide d’une HPLC 1290 et 

un spectromètre de masse Agilent 6538 (Agilent Technologies, Santa Clara, Etats-Unis) sur une 
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colonne C18 Hypersil Gold (100 mm x 2,1 mm, avec des particules de 1,9 µm) (Thermofischer, 

Waltham, Etats-Unis) à 50°C. Le gradient d’élution utilise une solution d’acétonitrile/eau 

(60:40, v/v) avec 10 mM de formate d’ammonium et 0,1 % d’acide formique (solution A) et 

une solution d’isopropanol/acétonitrile/eau (90:10:1, v/v/v) avec 10 mM de formate 

d’ammonium et 0,1 % d’acide formique (solution B) comme phase mobile. La phase mobile 

contient initialement 68 % de solution A, puis 60 % après 2 minutes, 55 % après 8 minutes, 

50% après 10 minutes, 40% après 16 minutes, 30% après 22 minutes, 20% après 28 minutes, 

et enfin 100 % de solution B après 35 minutes et durant 5 minutes. A la fin, la colonne est 

rééquilibrée 10 min par 68 % de solution A et 32 % de solution B. Le flux est fixé à 0,25 ml 

min-1 et 2 µl d’échantillon sont injectés. La température, le fragmenteur et le skimmer sont fixés 

à 350°C, 150 V et 65 V, respectivement. Les ions parents sont fragmentés avec une énergie de 

collision de 35 eV en mode positif. Les lipides de l’échantillon sont identifiés sur la base de 

leurs ions parents et de leurs ions fils au moyen des bases de données LipidBlast (Kind et al. 

2013) et Lipid Match (Koelmel et al. 2017). 

5. Quantification de l’amidon 

L’amidon est dosé en utilisant le kit Total Starch Assay (AA/AMG) (Megazyme K-TSTA-

50A). Le culot obtenu après l’extraction des protéines solubles est resuspendu dans une solution 

contenant 600 µl d’α-amylase (sodium acétate pH 4,8, α-amylase 1600 unités ml-1 (30:1, v/v). 

Les échantillons sont incubés 30 minutes à 100°C de manière à hydrolyser l’amidon en 

maltodextrines. 20 µl d’α-amyloglucosidase (200 unités ml-1) sont ensuite rajoutés et les 

échantillons sont incubés 30 minutes à 50°C, afin d’hydrolyser les maltodextrines en D-glucose. 

Les échantillons sont centrifugés (5 minutes à 13000 rpm), puis 3 ml de glucose oxydase 

peroxydase (GOPOD) sont ajoutés. Les échantillons sont alors incubés 20 minutes à 50°C, puis 

centrifugés. La GOPOD convertit le glucose en quinonéimine. Ce composé est dosé par mesure 

de l’absorbance à 510 nm en utilisant un spectrophotomètre. 

6. Quantification des protéines 

Les protéines dans les extraits protéiques ou les enzymes purifiées sont quantifiées par dosage 

de Bradford (Bradford, 1976) en utilisant le réactif Bradford Reagent (Sigma-Aldrich, Saint-

Louis, Etats-Unis). Une gamme de concentration de protéine bovine serum albumine (BSA, 

Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Etats-Unis) est réalisée pour déterminer le coefficient d’extinction 

molaire. 
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III. Résultats 

A. Analyse de la fonctionnalité des enzymes ALDH10A8 et 

ALDH10A9 d’Arabidopsis 

Une première étude a été menée pour déterminer dans quelles voies métaboliques les 

AtALDH10 pourraient être impliquées. Les séquences protéiques de AtALDH10A8 et 

AtALDH10A9 ont été comparées à celles des ALDH10 d’autres espèces de plantes qui ont déjà 

été caractérisées fonctionnellement. La comparaison des séquences a permis de proposer des 

aminoaldéhydes sur lesquels elles pourraient être actives. Ensuite, les AtALDH10 ont été 

clonées en système bactérien, surexprimées et purifiées. Leur capacité à prendre en charge 

plusieurs aminoaldéhydes a été étudiée in vitro pour confirmer les hypothèses sur leur 

fonctionnalité. Cette étude a permis de proposer des rôles biologiques possibles pour les 

AtALDH10. 

1. Etude des séquences des ALDH10 d’Arabidopsis 

Plusieurs études ont permis de connaître la relation entre la séquence, la structure 

tridimensionnelle et la fonction chez les ALDH10 de plantes. Les deux ALDH10 du pois 

(PsAMADH1 et PsAMADH2) (Tylichová et al. 2010), les deux ALDH10 de la tomate 

(SlAMADH1 et SlAMADH2), et les trois ALDH10 du maïs (ZmAMADH1a, ZmAMADH1b 

et ZmAMADH2) (Kopečný et al. 2013) ont ainsi été caractérisées. Les acides aminés 

intervenant dans la fixation du coenzyme NAD+, du cation Na+, et du substrat, sont identifiés. 

Les résidus responsables de la spécificité de substrat de ces ALDH10 sont également décrits 

(Tylichová et al. 2010; Kopečný et al. 2013). Un alignement des séquences protéiques de 

AtALDH10A8 et AtALDH10A9 avec les ALDH10 des autres espèces a été réalisé (Figure 16). 

En s’appuyant sur ces études, les résidus importants pour la fonctionnalité des AtALDH10 ont 

été identifiés. Ils ont ensuite été comparés à ceux des ALDH10 des autres espèces de manière 

à proposer des hypothèses quant à leur spécificité de substrat. L’ensemble de l’analyse est basée 

sur la numérotation des acides aminés de PsAMADH1 (Tylichová et al. 2010). 
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AtALDH10A8    1 MAI---PMPTRQLFIDGEWREPILKKRIPIVNPATEEVIGDIPAATTEDVDVAVNAARRA 

AtALDH10A9    1 MAI---TVPRRQLFIGGQWTEPVLRKTLPVVNPATEDIIGYIPAATSEDVELAVEAARKA 

PsAMADH1      1 MAI---TVSSRQLFIDGEWRVPILNKRIPNINPSTENIIGDIPAATKEDVDLAVDAAKRA 

PsAMADH2      1 MDI---PIPTRQLFINGDWKAPVLNKRIPVINPATQNIIGDIPAATKEDVDVAVAAAKTA 

ZmAMADH1a     1 MASP-AMVPLRQLFVDGEWRPPAQGRRLPVVNPTTEAHIGEIPAGTAEDVDAAVAAARAA 

ZmAMADH1b     1 MMASQAMVPLRQLFVDGEWRPPAQGRRLPVVNPTTEAHIGEIPAGTAEDVDAAVAAARAA 

ZmAMADH2      1 MAPP-QTIPRRGLFIGGAWREPCLGRRLPVVNPATEATIGDIPAGTAEDVEIAVAAARDA 

SlAMADH1      1 MANRNVPIPRRQLYIGGEWREPVKKNRIPIINPATEEIIGDIPAATAEDVDIAVEAARKA 

SlAMADH2      1 MAIPNIRIPCRQLFIDGEWREPLKKNRLPIINPANEEIIGYIPAATEEDVDMAVKAARSA 

SoBADH1       1 MAF---PIPARQLFIDGEWREPIKKNRIPVINPSTEEIIGDIPAATAEDVEVAVVAARRA 

OsAMADH1      1 MAAP-SAIPRRGLFIGGGWREPSLGRRLPVVNPATEATIGDIPAATAEDVELAVSAARDA 

OsAMADH2      1 MAT---AIPQRQLFVAGEWRAPALGRRLPVVNPATESPIGEIPAGTAEDVDAAVAAAREA 

HvAMADH1      1 MAAP-PAIPRRGLFIGGGWREPTLGRRIPVINPATEDTIGDIPAATAEDVELAVAAARSA 

HvAMADH2      1 MVAP-AKIPQRQLFIDGEWRAPALGRRLPVINPTTEVSIGEIPAGTSEDVDAAVAAARAA 

 

 

AtALDH10A8   58 LSRNKGKDWAKAPGAVRAKYLRAIAAKVNERKTDLAKLEALDCGKPLDEAVWDMDDVAGC 

AtALDH10A9   58 FTRNNGKDWARATGAVRAKYLRAIAAKVIERKSELANLEAIDCGKPLDEAAWDMDDVAGC 

PsAMADH1     58 ISRKNGRDWSAASGSLRARYLRAIAAKIKEKKDELGKLESIDCGKPLEEALADLDDVVAC 

PsAMADH2     58 LTRNKGADWATASGAVRARYLRAIAAKVTEKKPELAKLESIDCGKPLDEAAWDIDDVAGC 

ZmAMADH1a    60 LKRNRGRDWARAPGAVRAKYLRAIAAKVIERKPELAKLEALDCGKPYDEAAWDMDDVAGC 

ZmAMADH1b    61 LKRNRGRDWARAPGAVRAKYLRAIAAKVIERKQELAKLEALDCGKPYDEAAWDMDDVAGC 

ZmAMADH2     60 FSRDGGRQWSRAPGAVRANFLRAIAAKIKDRKSELALLETLDSGKPLDEASGDMDDVAAC 

SlAMADH1     61 IARD---DWGSTTGAQRAKYLRAIAAKVLEKKSVLATLESLDSGKTLYESAADMDDVAGC 

SlAMADH2     61 LRRD---DWGSTTGAQRAKYLRAIAAKVLEKKPELATLETIDNGKPWFEAASDIDDVVAC 

SoBADH1      58 FRRN---NWSATSGAHRATYLRAIAAKITEKKDHFVKLETIDSGKPFDEAVLDIDDVASC 

OsAMADH1     60 FGRDGGRHWSRAPGAVRAKYLKAIAAKIKDKKSYLALLETLDSGKPLDEAAGDMEDVAAC 

OsAMADH2     58 LKRNRGRDWARAPGAVRAKYLRAIAAKIIERKSELARLETLDCGKPLDEAAWDMDDVAGC 

HvAMADH1     60 FLLDGGSRWARASGATRAKYLNAIAAKIKEKISYLALLETVDSGKPKDEAVADMDDVAAC 

HvAMADH2     60 LKRNRGRDWSRAPGAVRAKYLRAIAAKMIERKSDLARLEALDCGKPLDEAAWDMDDVAGC 

 

 

AtALDH10A8  118 FEFYADLAEGLDAKQKAPVSLPMESFKSYVLKQPLGVVGLITPWNYPLLMAVWKVAPSLA 

AtALDH10A9  118 FEYYADLAEGLDAKQKTPLSLPMDTFKGYILKEPIGVVGMITPWNYPLLMAVWKVAPSLA 

PsAMADH1    118 FEYYAGLAEELDSKQKAPISLPMDTFKSYILKEPIGVVALITPWNYPFLMATWKIAPALA 

PsAMADH2    118 FEYYADLAEKLDARQKAPVSLPMDTFKSHVLREPIGVVGLITPWNYPMLMATWKVAPALA 

ZmAMADH1a   120 FEYFADQAEALDKRQNSPVSLPMETFKCHLRREPIGVVGLITPWNYPLLMATWKIAPALA 

ZmAMADH1b   121 FEYFADQAEALDKRQNSPVSLPMETFKCHLRREPIGVVGLITPWNYPLLMATWKVAPALA 

ZmAMADH2    120 FEYYADLAEALDGKQRSPISLPMENFKSYVLKEPIGVVGLITPWNYPLLMATWKVAPALA 

SlAMADH1    118 FEYYAGLAEALDSRRMTPVNLNSDSYKSYVLREPLGVVGLITPWNYPLLMAIWKVAPALA 

SlAMADH2    118 FEYYADLAEALDSKKQTEVKLHLDSFKTHVLREPLGVVGLITPWNYPLLMTTWKVAPALA 

SoBADH1     115 FEYFAGQAEALDGKQKAPVTLPMERFKSHVLRQPLGVVGLISPWNYPLLMATWKIAPALA 

OsAMADH1    120 FEYYADLAEALDGKQRAPISLPMENFESYVLKEPIGVVGLITPWNYPLLMATWKVAPALA 

OsAMADH2    118 FEYFADLAESLDKRQNAPVSLPMENFKCYLRKEPIGVVGLITPWNYPLLMATWKVAPALA 

HvAMADH1    120 FEYYAALAEALDGKQHAPISLPMEEFKTYVLKEPIGVVGLITPWNYPLLMATWKVAPALA 

HvAMADH2    120 FEFFAGHAEALDKRQNAAVALP-ENFKCHLKKEPIGVVALITPWNYPLLMAVWKVAPALA 

 

 

AtALDH10A8  178 AGCTAILKPSELASVTCLELADICREVGLPPGVLNVLTGFGSEAGAPLASHPGVDKIAFT 

AtALDH10A9  178 AGCTAILKPSELASLTCLELADICREVGLPPGVLNILTGLGTEAGAPLASHPHVDKIVFT 

PsAMADH1    178 AGCAAILKPSELASVTCLELGEICKEVGLPRGVLNIVTGLGHEAGASLASHPDVDKISFT 

PsAMADH2    178 AGCAAILKPSELASLTCLELGEICKEVGLPPGVLNILTGLGPEAGAPLATHPDVDKVAFT 

ZmAMADH1a   180 AGCTAVLKPSELASVTCLELADICKEVGLPSGVLNIVTGLGPDAGAPLSAHPDVDKVAFT 

ZmAMADH1b   181 AGCAAVLKPSELASVTCLELADICKEVGLPPGVLNIVTGLGPDAGAPLSAHPDVDKVAFT 

ZmAMADH2    180 AGCTTILKPSELASVSCLELGAICMEIGLPPGVLNIITGLGPEAGAPLSSHSHVDKVAFT 

SlAMADH1    178 AGCAAILKPSELASITCLELGEICREIGLPSGALNILTGLGPEAGGPLASHPHVDKISFT 

SlAMADH2    178 AGCAAILKPSELASITSLELGEICREVGLPPGALSILTGLGHEAGSPLVSHPDVDKIAFT 

SoBADH1     175 AGCTAVLKPSELASVTCLEFGEVCNEVGLPPGVLNILTGLGPDAGAPLVSHPDVDKIAFT 

OsAMADH1    180 AGCTAVLKPSELASLTCLELGGICAEIGLPPGVLNIITGLGTEAGAPLASHPHVDKIAFT 

OsAMADH2    178 AGCTAVLKPSELASVTCLELADVCKEVGLPSGVLNIVTGLGSEAGAPLSSHPGVDKVAFT 

HvAMADH1    180 AGCTAVLKPSELASLTCLELGAICEEIGLPSGVLNIITGLGPDAGAPIASHPHVDKIAFT 

HvAMADH2    179 AGCTAVLKPSELASVTCLELGDVCKEVGLPSGVLNIVTGLGNEAGAPLSSHPDVDKVAFT 

Val30 

Asp110 
Asp113 Asp99 

Trp170 Tyr163 

Glu188 
Leu189 Lys185 

Thr159 

Trp109 

Leu166 
Met167 

Asn162 
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AtALDH10A8  238 GSFATGSKVMTAAAQLVKPVSMELGGKSPLIVFDDV-DLDKAAEWALFGCFWTNGQICSA 

AtALDH10A9  238 GSTTTGSSIMTSAAKLVKPVSLELGGKSPIIVFDDV-DIDKAVEWTMFGCFWTNGQICSA 

PsAMADH1    238 GSSATGSKIMTTAAQLVKPVSLELGGKSPIVVFEDV-DLDKVAEWTVFGCFFTNGQICSA 

PsAMADH2    238 GSSATGSKIMTAAAQLVKPVSLELGGKSPLVVFEDV-DLDKAAEWAIFGCFWTNGQICSA 

ZmAMADH1a   240 GSFETGKKIMASAAPMVKPVTLELGGKSPIVVFDDV-DIDKAVEWTLFGCFWTNGQICSA 

ZmAMADH1b   241 GSFETGKKIMAAAAPMVKPVTLELGGKSPIVVFDDV-DIDKAVEWTLFGCFWTNGQICSA 

ZmAMADH2    240 GSTETGKRIMTSAAQMVKPVSLELGGKSPLIVFDDIGDIDKAVEWTMFGIFANAGQVCSA 

SlAMADH1    238 GSGPTGSKIMTAAAQLVKPVSLELGGKSPIVVFDDIDNLDIAAEWTLFGIFANTGQVCSA 

SlAMADH2    238 GSGPTGVKIMTAAAQLVKPVTLELGGKSPIVVFDDIHNLDTAVEWTLFGCFWTNGQICSA 

SoBADH1     235 GSSATGSKVMASAAQLVKPVTLELGGKSPIVVFEDV-DIDKVVEWTIFGCFWTNGQICSA 

OsAMADH1    240 GSTETGKRIMITASQMVKPVSLELGGKSPLIVFDDV-DIDKAVEWAMFGCFANAGQVCSA 

OsAMADH2    238 GSYETGKKIMASAAPMVKPVSLELGGKSPIVVFDDV-DVEKAVEWTLFGCFWTNGQICSA  

HvAMADH1    240 GSTATGKTIMTAAAQMVKPVSLELGGKSPLVIFDDVADIDKAVEWAMFGCFFNGGQVCSA 

HvAMADH2    239 GSYATGQKIMVAAAPTVKPVTLELGGKSPIVVFDDV-DIDKAVEWTLFGCFWTNGQICSA 

 

 

AtALDH10A8  297 TSRLLVHESIASEFIEKLVKWSKNIKISDPMEEGCRLGPVVSKGQYEKILKFISTAKSEG 

AtALDH10A9  297 TSRLLVHERIADEFLDKLVKWTKNIKISDPFEEGCRLGPVVSKGQYERVLKFVSNARNEG 

PsAMADH1    297 TSRLIVHESIAVEFVDKLVKWAENIKISDPLEEGCRLGPIVSEAQYKKVLNCISSAKSEG 

PsAMADH2    297 TSRLILHESIATEFLNRIVKWIKNIKISDPLEEGCRLGPVVSEGQYEKILKFVSNAKSEG 

ZmAMADH1a   299 TSRLLIHTKIAKKFNERMVAWAKNIKVSDPLEEGCRLGPVVSEGQYEKIKKFISNAKSQG 

ZmAMADH1b   300 TSRLLVHTKIAKEFNEKMVAWAKNIKVSDPLEEGCRLGPVVSEGQYEKIKKFILNAKSEG 

ZmAMADH2    300 TSRLLLHEKIAKKFLDRLVAWAKNIKVSDPLEEGCRLGSVISEGQYEKIKKFISTARSEG 

SlAMADH1    298 TSRLIVQENIASAFMDRLLKWTKNIKISDPLEEDCKLGPVVSAGQYEKVLKFISNAKSEG 

SlAMADH2    298 TSRLIIQETIAPQFLARLLEWTKNIKISDPLEEDCKLGPVISRGQYEKILKFISTAKDEG 

SoBADH1     294 TSRLLVHESIAAEFVDKLVKWTKNIKISDPFEEGCRLGPVISKGQYDKIMKFISTAKSEG 

OsAMADH1    299 TSRLLLHEKIAKRFLDRLVAWAKSIKISDPLEEGCRLGSVVSEGQYQKIMKFISTARCEG 

OsAMADH2    297 TSRLILHKKIAKEFQERMVAWAKNIKVSDPLEEGCRLGPVVSEGQYEKIKQFVSTAKSQG 

HvAMADH1    300 TSRLLLHEKIAERFLDRLVEWAKNIKISDPLEEGCRLGSVISKGQYEKIKKFISTARSEG 

HvAMADH2    298 TSRLLIHKNIAKEFVDRMVAWSKNIKVSDPLEEGCRLGPVVSEGQYEKIKKFVANAKTEG 

 

 

AtALDH10A8  357 ATILHGGSRPEHLEKGFFIEPTIITDVTTSMQIWREEVFGPVLCVKTFASEDEAIELAND 

AtALDH10A9  357 ATVLCGGVRPEHLKKGYFVEPAIVSNVTTSMEIWREEVFGPALCVKTFSTEDEAIQLAND 

PsAMADH1    357 ATILTGGRRPEHLKKGYFVEPTIITDVTTSMQIWREEVFGPVLAVKTFSTEEEAINLAND 

PsAMADH2    357 ATILTGGSRPEHLKKGFFIEPTIITDVTTNMQIWREEVFGPVLCVKTFSTEEEAIDLAND 

ZmAMADH1a   359 ATILTGGVRPAHLEKGFFIEPTIITDITTSMEIWREEVFGPVLCVKEFSTEDEAIELAND 

ZmAMADH1b   360 ATILTGGVRPAHLEKGFFIEPTIITDITTSMEIWREEVFGPVLCVKEFSTEDEAIELAND 

ZmAMADH2    360 ATILYGGGRPQHLRRGFFLEPTIITDVSTSMQIWQEEVFGPVICVKEFRTDSEAVELAND 

SlAMADH1    358 ATILCGGERPQHLKKGYYVQPTIITDVNTSMEIWKEEVFGPVLCVKTFKTEEQAIELAND 

SlAMADH2    358 ATILYGGDRPEHLKKGYYIQPTIITDVDTSMEIWKEEVFGPVLCVKTFKTEEEAIELAND 

SoBADH1     354 ATILYGGSRPEHLKKGYYIEPTIVTDISTSMQIWKEEVFGPVLCVKTFSSEDEAIALAND 

OsAMADH1    359 ATILYGGARPQHLKRGFFIEPTIITNVSTSMQIWREEVFGPVICVKEFRTEREAVELAND 

OsAMADH2    357 ATILTGGVRPKHLEKGFYIEPTIITDVDTSMQIWREEVFGPVLCVKEFSTEEEAIELAND 

HvAMADH1    360 ATILHGGDRPKNLGKGFFIEPTIITGVSTSMQIWREEVFGPVICVKVFKTESEAVELAND 

HvAMADH2    358 ATILTGGVRPKHLEKGFFIEPTIITDINTSMEIWREEVFGPVLCVKEFSTEEEAIELAND 

 

 

AtALDH10A8  417 SHYGLGAAVISNDTERCDRISEAFEAGIVWINCSQPCFTQAPWGGVKRSGFGRELGEWGL 

AtALDH10A9  417 SQYGLAGAVLSNDLERCDRVSKAFQAGIVWVNCSQPCFCQAPWGGTKRSGFGRELGEWGL 

PsAMADH1    417 THYGLGSAVMSNDLERCERLSKALQAGIVWINCAQPSFIQAPWGGIKRSGFGRELGEWGL 

PsAMADH2    417 TVYGLGAAVISNDLERCERVTKAFKAGIVWVNCSQPCFTQAPWGGVKRSGFGRELGEWGL 

ZmAMADH1a   419 TQYGLAGAVISGDRERCQRLSEEIDAGCIWVNCSQPCFCQAPWGGNKRSGFGRELGEGGI 

ZmAMADH1b   420 TQYGLAGAVISGDRERCQRLSEEIDAGIIWVNCSQPCFCQAPWGGNKRSGFGRELGEGGI 

ZmAMADH2    420 THYGLAGAVISNDQERCERISKALHSGIIWINCSQPCFVQAPWGGNKRSGFGRELGEWGL 

SlAMADH1    418 TKYGLGAAVMSKDVKRCERFTKAFQTGIIWINCSQPTFNELPWGGKKRSGFGRDLGKWGL 

SlAMADH2    418 TKFGLGAAILSKDLERCERFTKAFQSGIVWINCSQPCFWQPPWGGKKRSGFGRELGEWSL 

SoBADH1     414 TEYGLAAAVFSNDLERCERITKALEVGAVWVNCSQPCFVQAPWGGIKRSGFGRELGEWGI 

OsAMADH1    419 THYGLAGAVISNDLERCERISKAIQSGIVWINCSQPCFVQAPWGGNKRSGFGRELGQWGL 

OsAMADH2    417 THYGLAGAVLSGDRERCQRLTEEIDAGIIWVNCSQPCFCQAPWGGNKRSGFGRELGEGGI 

HvAMADH1    420 THYGLAGGVISDDLERCERIAKVIHSGIVWINCSQPTLVQAPWGGNKRSGFGRELGEWGL 

HvAMADH2    418 THYGLAGAVISGDRERCQRLAEEIEAGCIWVNCSQPCFCQAPWGGNKRSGFGRELGEGGI 

Trp288 
Cys294 Asn290 Glu260 

Ile444 
Cys453 

Thr242 
Ser239 Lys245 

Pro452 

Phe284 
Ile293 Ser295 

Gln451 
Trp459 
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AtALDH10A8  477 DNYLSVKQVTLYTS-NDPWGWYKSPN-- 

AtALDH10A9  477 ENYLSVKQVTQYIS-DEPWGWYKPPSKL 

PsAMADH1    477 ENYLSVKQVTRYTS-DEPWGWYQPPSKL 

PsAMADH2    477 DNYLSVKQVTQYIS-EEPWGWYQPPAKL 

ZmAMADH1a   479 DNYLSVKQVTEYIS-DEPWGWYQSPSKL 

ZmAMADH1b   480 DNYLSVKQVTEYIS-DEPWGWYRSPSKL 

ZmAMADH2    480 DNYLTVKQVTKYCS-DEPWGWYQPPSKL 

SlAMADH1    478 ENFLNIKQVTEYTS-AEPLAFYKSPSKN 

SlAMADH2    478 ENYLNIKQVTQYVTPDEPWAFYKSPSKL 

SoBADH1     474 QNYLNIKQVTQDIS-DEPWGWYKSP--- 

OsAMADH1    479 DNYLSVKQVTKYCS-DEPYGWYRPPSKL 

OsAMADH2    477 DNYLSVKQVTEYAS-DEPWGWYKSPSKL 

HvAMADH1    480 ENYLSVKQVTRYCK-DELYGWYQRPSKL 

HvAMADH2    478 DNYLSIKQVTEYTS-DAPWGWYKAPAN- 

 

Figure 16 : Alignement des séquences protéiques de AtALDH10A8 et AtALDH10A9 avec 

d’autres ALDH10 végétales. Les résidus importants pour le fonctionnement de l’enzyme et la 

spécificité de substrat sont identifiés avec le numéro correspondant à PsAMADH1. Les 

numéros en début de ligne correspondent à la position du premier résidu de la ligne. 

Abréviations : At : Arabidopsis thaliana. Ps : Pisum sativum. Zm : Zea mays. Sl : Solanum 

lycopersicum. Os : Oryza sativa. Hv : Hordeum vulgare. 

a. Site de fixation du coenzyme 

Les ALDH10 sont des oxydoréductases (EC 1.2.1.8) (Sophos and Vasiliou 2003). Leur activité 

consiste en l’oxydation d’un substrat accompagnée de la réduction du NAD+ ou du NADP+. 

Les résidus interagissant avec le NAD+ sont deux thréonines en positions 159 et 242 (Thr159 

et Thr242), deux lysines en positions 185 et 245 (Lys185 et Lys245), une sérine en position 239 

(Ser239) et un glutamate en position 188 (Glu188) (Figure 16) (Tylichová et al. 2010). 

L’activité des ALDH10 avec le NAD+ comme coenzyme est près de 20 fois supérieure à celle 

avec le NADP+ (Arakawa et al. 1990; Kopečný et al. 2013). Glu188 est responsable de cette 

spécificité pour le NAD+ car il gêne la liaison du groupe phosphate du NADP+ (Tylichová et 

al. 2010; Kopečný et al. 2013; Muñoz-Clares et al. 2014). Tous les résidus de site de fixation 

du coenzyme sont identifiés chez les deux AtALDH10 (Tableau 11). Seule la Lys245 n’est pas 

strictement conservée. Elle est remplacée par une sérine chez AtALDH10A9 (Figure 16). 

Glu188 est présent chez AtALDH10A8 et AtALDH10A9. Le NAD+ est donc très 

probablement le cofacteur préférentiel des deux ALDH10 d’Arabidopsis, comme pour 

l’ensemble des ALDH10. 

 

 

 

 

 

Partie N-

terminale 
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Tableau 11 : Fonctions attribuées à quelques-uns des résidus de AtALDH10A8 et 

AtALDH10A9 dans la fixation du coenzyme, du cation et du substrat, suggérées par homologie 

avec les ALDH10 d’autres espèces. Les spécificités de substrat possibles des AtALDH10 

déduites de ces résidus sont indiquées. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b. Site de fixation du cation 

Chez les ALDH10, un cation Na+ permet le maintien de l’intégrité structurale de la protéine 

et/ou la stabilisation de la boucle impliquée dans la fixation du NAD+ (Perez-Miller and Hurley 

2003). Il est présent dans une cavité située à proximité du site de fixation du coenzyme 

(Tylichová et al. 2010; Kopečný et al. 2013). Le site de fixation du cation est formé par trois 

résidus aux positions 30, 99 et 189 (Tylichová et al. 2010; Kopečný et al. 2013). Le résidu en 

Résidu Rôle dans la fonction enzymatique 

Thr242  

 

Site de fixation du coenzyme 
Lys185 

Thr159 

Ser239 

Lys/Ser245 

Glu188 Spécificité pour le NAD+ 

Val30  

Site de fixation du cation Asp99 

Leu189 

Trp109  

 

 

 

 

 

 

 

Site de fixation du substrat 

 

Pro452 

 

Asn162 

Tyr163 

Leu166 

Met167 

Trp170 

Phe284 

Ile293 

Ser295 

Gln451 

Trp459 

Asp110 

Asp113 

Asn162 

Glu260 Site catalytique 

 

Spécificité de substrat moins large que SlAMADH1 
Cys294 

Cys453 

Ile444 Faible spécificité pour la BAL 

Trp288 Forte activité sur l’ABAL et l’APAL 

SKL Signal d’adressage peroxysomal (AtALDH10A9) 
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position 30 peut être une isoleucine (Ile30) ou une valine (Val30). Ile30 est présente chez les 

deux ALDH10 du pois et celles de la tomate. Val30 est partagée par les ALDH10 du maïs et 

du riz. Le résidu en position 99 est un acide aspartique (Asp99) partagé par l’ensemble des 

ALDH10. En position 189, toutes les ALDH10 portent une leucine (Leu189). Les séquences de 

AtALDH10A8 et AtALDH10A9 comportent chacune ces trois résidus, Val30, Asp99 et 

Leu189 (Figure 16, Tableau 11). Il est donc probable que le cation des ALDH10 

d’Arabidopsis soit Na+. 

c. Peptide signal d’adressage peroxysomal 

Certaines ALDH10 portent le tripeptide signal d’adressage peroxysomal SKL en position C-

terminale. La localisation peroxysomale de certaines ALDH10 a été démontrée par fusion à la 

green fluorescent protein (GFP). C’est notamment le cas d’OsAMADH1 (Mitsuya et al. 2009). 

L’alignement confirme la présence de ce peptide chez AtALDH10A9 (Figure 16, Tableau 

11). La localisation peroxysomale de cette dernière a également été montrée par fusion à la GFP 

dans les cellules d’oignon (Missihoun et al. 2011; Zarei et al. 2016). Il est en revanche absent 

chez ALDH10A8 (Figure 16). Des études de fusion de la protéine à la GFP ont suggéré que 

cette dernière serait localisée dans les leucoplastes (Missihoun et al. 2011) ou les plastes (Zarei 

et al. 2016). 

d. Résidus conservés du site catalytique 

Chez les ALDH10, un canal permet la fixation du substrat. Chez les PsAMADH, il est formé 

des résidus Ala/Trp109, Pro452, Asn162, Tyr163, Leu166, Met167, Trp170, Phe284, Ile293, 

Ser295, Gln451 et Trp459 (Tylichová et al. 2010) (Figure 16). Deux résidus acides aspartiques 

très conservés, Asp110 et Asp113, interagissent également avec le substrat. Ils sont 

responsables de la haute affinité de l’ensemble des ALDH10 pour les aminoaldéhydes 

(Kopečný et al. 2013). Le site catalytique est situé au fond de ce canal. Il est formé de trois 

acides aminés strictement conservés : Asn162, Glu260, et Cys294 (Tylichová et al. 2010; 

Kopečný et al. 2013). Cys294 est la cystéine catalytique. Elle est directement impliquée dans 

l’échange d’électrons entre le NAD+ et le substrat (Wymore et al. 2004). L’ensemble des résidus 

formant le canal du substrat, ainsi que les trois acides aminés du site catalytique, sont présents 

chez AtALDH10A8 et AtALDH10A9 (Figure 16, Tableau 11). Ainsi, les principaux résidus 

responsables de la prise en charge des aminoaldéhydes ont été identifiés chez les 

AtALDH10. 
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e. Résidus responsables de la spécificité de substrat 

Le résidu situé en position 453 est important pour la spécificité de substrat des ALDH10 

(Tylichová et al. 2010; Kopečný et al. 2013). PsAMADH2, SlAMADH2, les trois ZmAMADH, 

les deux OsAMADH et HvAMADH2 portent une cystéine (Cys453). PsAMADH1 porte une 

sérine (Ser453). SlAMADH1 porte une thréonine (Thr453) (Figure 16). Thr453 élargit le canal 

du substrat, ce qui permet la fixation de substrats plus volumineux, comme des aldéhydes 

aromatiques. Il en résulte une affinité pour une plus grande gamme d’aldéhydes (Kopečný et 

al. 2013). En revanche, Cys453 ou Ser453 rendent le canal plus étroit. AtALDH10A8 et 

AtALDH10A9 portent toutes les deux une Cys453 (Figure 16, Tableau 11). Cela suggère que 

les AtALDH10 ne sont pas capables de prendre en charge une gamme de substrats aussi 

diversifiée que SlAMADH1.  

Le résidu situé en position 288 est crucial pour la spécificité de substrat des ALDH10 

(Tylichová et al. 2010; Kopečný et al. 2013). Chez PsAMADH2, SlAMADH2, ZmAMADH1a 

et ZmAMADH1b, il s’agit d’un tryptophane (Trp288). SlAMADH1 et ZmAMADH2 portent 

une alanine (Ala288). PsAMADH1 porte une phénylalanine (Phe288) (Figure 16). Le Trp288 

réduit le volume du canal du substrat (Tylichová et al. 2010). Il en résulte une meilleure affinité 

pour les aminoaldéhydes linéaires, comme le 3-aminopropionaldéhyde (APAL) et le 4-

aminobutyraldéhyde (ABAL). A l’inverse, Ala288 et Phe288 génèrent une spécificité plus 

élevée pour le TMABAL que pour l’APAL et l’ABAL (Tylichová et al. 2010). AtALDH10A8 

et AtALDH10A9 portent toutes les deux un Trp288 (Figure 16, Tableau 11), ce qui suggère 

qu’elles seraient plus actives sur l’APAL et l’ABAL que sur le TMABAL. 

Le résidu en position 444 est important pour l’affinité des ALDH10 pour la bétaïne aldéhyde 

(BAL) (Kopečný et al. 2013). ZmAMADH1a et HvAMADH2 portent une cystéine (Cys444). 

SoBADH1 porte une alanine (Ala444). Toutes les autres portent une isoleucine (Ile444). Cette 

dernière a pour effet de rendre plus étroit le canal de fixation du substrat (Kopečný et al. 2013). 

Il en résulte une plus faible affinité pour la BAL. A l’inverse, la Cys444 et l’Ala444 sont 

présentes chez des ALDH10 ayant une haute affinité pour la BAL (Kopečný et al. 2013). Les 

deux AtALDH10 portent une Ile444 (Figure 16, Tableau 11). Cela suggère que les AtALDH10 

seraient peu actives avec la BAL. 

Ainsi, l’analyse des séquences de AtALDH10A8 et AtALDH10A9 suggèrent qu’elles 

pourraient prendre en charge l’ABAL et l’APAL plus efficacement que le N-N-N-triméthyl-4-

aminobutyraldéhyde (TMABAL). En revanche, elles seraient faiblement actives avec la BAL. 
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Cette analyse de séquence n’a pas permis d’identifier une spécificité d’action de l’une ou l’autre 

des deux AtALDH10. Cela suggère que les deux paralogues sont certainement proches en 

termes de propriétés. Seul, le peptide signal SKL de localisation peroxysomale, porté 

uniquement par AtALDH10A9, semble les différencier. 

2. Caractérisation in vitro de l’activité enzymatique des AtALDH10 

Les ADNc de AtALDH10A8 et AtALDH10A9 ont précédemment été isolés par notre équipe 

(Zhao 2014). Ils ont été clonés ici dans le plasmide d’expression pCDF-Duet et des bactéries 

BL21 ont été transformées avec les constructions correspondantes. Dans le cadre d’une 

collaboration avec le département de protéomique et de biochimie des protéines du centre de 

recherche de la région de Haná (République Tchèque, Dr. D. Kopečný et Dr. M. Kopečná), les 

protéines AtALDH10A8 et AtALDH10A9 recombinantes ont été purifiées. L’activité de ces 

deux enzymes sur huit des principaux aminoaldéhydes pouvant être pris en charge par les 

AtALDH10 végétales : l’APAL, l’ABAL, le TMABAL, le 4-guanidinobutyraldéhyde (GBAL), 

le 3-guanidinopropionaldéhyde (GPAL), le triméthyl-3-aminopropionaldéhyde (TMAPAL), la 

BAL, et le diméthyl-4-aminobutyraldéhyde (DMABAL), a été caractérisée in vitro et comparée. 

Pour cette expérience, une concentration en substrat de 1 mM a été utilisée. Elle a pour but 

d’étudier la diversité de substrats pouvant être pris en charge par les AtALDH10. 

a. Diversité des substrats 

AtALDH10A8 et AtALDH10A9 sont capables d’oxyder tous les substrats testés : l’APAL, 

l’ABAL, le TMABAL, le GBAL, le DMABAL, la BAL et le TMAPAL (Figure 17 A). 

L’APAL Le meilleur substrat des deux isoenzymes. AtALDH10A9 est significativement 

plus active que AtALDH10A8 sur l’APAL, avec une activité enzymatique de 73 nkat mg-1 

contre 30 nkat mg-1. Les activités des deux AtALDH10 sur l’ABAL sont de 10 nkat mg-1 et      

15 nkat mg-1, respectivement. Le TMABAL est oxydé par AtALDH10A8 et AtALDH10A9 

de manière comparable, à un niveau de 19 nkat mg-1, correspondant à une activité relative de 

51 % et de 20 % de celle de l’APAL, respectivement (Figure 17 B). Le TMABAL est donc 

l’un des meilleurs substrats de AtALDH10A8. L’activité de AtALDH10A8 et AtALDH10A9 

avec le DMABAL est de 29 et 26 nkat mg-1, soit une activité relative de 80 % et 28 %, 

respectivement. Le DMABAL est donc lui aussi parmi les meilleurs substrats de 

AtALDH10A8. L’activité de AtALDH10A8 et AtALDH10A9 avec le GBAL est de                        

7 nkat mg-1 et 26 nkat mg-1, respectivement. Avec le TMAPAL elle est de 9 nkat mg-1 et 22 nkat 
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mg-1, respectivement. Avec le GPAL, elle est de 6,5 nkat mg-1 et 5 nkat mg-1, respectivement. 

La BAL est le substrat le moins efficacement pris en charge par AtALDH10A8 et 

AtALDH10A9 avec respectivement 4 nkat mg-1 et 1 nkat mg-1 (Figure 17 A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Activité totale (A) et activité relative au substrat préférentiel (l’APAL) (B) des 

enzymes recombinantes AtALDH10A8 et AtALDH10A9, produites dans E. coli, sur différents 

substrats possibles des ALDH10. Les mesures d’activité sont réalisées sur une concentration en 

substrat de 1 mM. Les astérisques indiquent la significativité de la différence d’activité entre 

les deux isoenzymes selon le test de Student. * : p-value<0.05 ; ** : p-value<0.01 ; *** : p-

value<0.001 ; **** : p-value<0.0001. 

b. Courbes de saturation 

L’activité enzymatique de AtALDH10A8 et de AtALDH10A9 en fonction de la concentration 

en substrat a été étudiée sur 4 substrats. Cette expérience a pour but de déterminer les courbes 

de saturation des AtALDH10 en fonction de la concentration des différents substrats. L’APAL, 

le substrat le plus efficacement pris en charge par les AtALDH10, a été étudié. L’activité avec 

l’ABAL et le TMABAL, précurseurs respectifs de l’acide γ-aminobutyrique (GABA) et de la 

γ-butyrobétaïne, a également été caractérisée. L’activité sur le GBAL, un substrat efficacement 

pris en charge par certaines ALDH10, notamment SlAMADH1, a également été caractérisée. 
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Enfin, l’activité des deux AtALDH10 avec une concentration d’APAL ou de TMABAL fixe (1 

mM ou 300 µM) et une concentration de NAD+ variant de 0 à 1 mM a également été mesurée. 

Elle a pour but de déterminer s’il peut exister une inhibition de l’activité enzymatique par le 

coenzyme. 

 Avec l’APAL, l’activité maximale de AtALDH10A8 est de 150 nkat mg-1 (Figure 18 A). Elle 

est supérieure à celle de AtALDH10A9, qui est de 105 nkat mg-1 (Figure 18 B). Cependant, 

l’allure de la courbe montre que l’activité de AtALDH10A8 est inhibée par les 

concentrations d’APAL supérieures à 10 µM (Figure 18 A), alors que l’activité de 

AtALDH10A9 ne l’est pas (Figure 18 B). Par conséquent, pour les concentrations supérieures 

à 200 µM, l’activité de AtALDH10A9 est supérieure à celle de AtALDH10A8. 

 

Figure 18 : Courbes de saturation de l’activité de AtALDH10A8 (A) et AtALDH10A9 (B) en 

présence de l’APAL (en rouge), l’ABAL (en bleu), le TMABAL (en vert) et le GBAL (en 

jaune), et en fonction de la concentration en NAD+ avec 300 µM de TMABAL (en rose) ou 1 

mM APAL (noir). 

Avec l’ABAL, les activités maximales des deux isoenzymes sont comparables : environ                 

15 nkat mg-1 (Figure 18 A). AtALDH10A8 atteint cependant cette activité maximale avec une 

concentration de substrat de 50 µM. Son activité est inhibée par les concentrations supérieures 

à 50 µM, contrairement à AtALDH10A9 (Figure 18 B). 

Avec le TMABAL, l’activité maximale de AtALDH10A8 est de 80 nkat mg-1 (Figure 18 A). 

Elle est supérieure à celle de AtALDH10A9, qui est de 30 nkat mg-1 (Figure 18 B). L’activité 

de AtALDH10A8 et celle de AtALDH10A9 sont inhibées par les concentrations de 
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TMABAL supérieures à 50 µM. Avec les concentrations les plus élevées de TMABAL (1 

mM) l’activité des deux isoenzymes tend vers une valeur comparable de 25 nkat mg-1.  

Avec le GBAL, AtALDH10A8 atteint une activité maximale de 40 nkat mg-1 (Figure 18 A). 

L’activité maximale de AtALDH10A9 est inférieure avec une valeur de 25 nkat mg-1 (Figure 

18 B). Cependant, l’activité de AtALDH10A8 est inhibée par les concentrations de GBAL 

supérieures à 10 µM alors que l’activité de AtALDH10A9 ne l’est pas. Ainsi, pour une 

concentration supérieure à 50 µM, AtALDH10A9 a une activité supérieure à celle de 

AtALDH10A8. Pour AtALDH10A8 et AtALDH10A9, aucune inhibition par la NAD+ n’est 

mesurée (Figure 18 A et B). 

c. Détermination des paramètres enzymatiques 

Pour chacune des deux AtALDH10, les valeurs des paramètres enzymatiques Km, Vmax, Kcat et 

Ki ont été déterminées pour le TMABAL, le GBAL, l’APAL et l’ABAL (Tableau 12). 

Tableau 12 : Paramètres cinétiques de AtALDH10A8 et AtALDH10A9 sur différents 

substrats. Les valeurs de Km, de Ki et de Kd sont données en µM, les valeurs de Vmax sont 

données en nkat mg-1, les valeurs de kcat sont données en s-1. Les ratios kcat/Km, en s-1M-1, sont 

présentés. 

  AtALDH10A8 

 Km Vmax kcat Ki Kd kcat/Km 

  (µM) (nkat mg-1 ) (s-1) (µM) (µM) (s-1M-1) 

TMABAL 15 ± 3 116,9 6.6 ± 0.6 241 ± 48 n.d. 4.4 x 105 

ABAL 19 ± 5 27,5 1.5 ± 0.2 484 ± 112 n.d. 8.1 x 104 

GBAL 4 ± 2 59,9 3.3 ± 0.6 91 ± 10 n.d. 7.8 x 105 

APAL 2 ± 0.3 164,2 9.7 ± 0.3 170 ± 16 n.d. 5.0 x 106 

NAD+ 16 ± 1  8.3 ± 0.1* - 16 ± 1 5.2 x 105 

      
 

  AtALDH10A9 

TMABAL 17 ± 2 26,7 2.0 ± 0.1 986 ± 123 n.d. 1.2 x 105 

ABAL 31 ± 4 16,6 0.9 ± 0.1 - n.d. 3.0 x 104 

GBAL 7 ± 0.5 23,9 1.3 ± 0.1 - n.d. 2.0 x 105 

APAL 34 ± 2 111,9 6.3 ± 0.1 - n.d. 1.8 x 105 

NAD+ 33 ± 4 - 6.3  ± 0.2 - 28 ± 2 1.9 x 105 

 

Avec l’APAL, les Km de AtALDH10A8 et AtALDH10A9 sont de 2 µM et 34 µM, 

respectivement (Tableau 12). La Vmax de AtALDH10A8 est de 164,2 nkat mg-1 contre                 
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111,9 nkat mg-1 pour AtALDH10A9. L’activité et la vitesse de réaction maximale de 

AtALDH10A8 avec l’APAL sont donc plus élevées que celles de AtALDH10A9. 

Avec l’ABAL, les Km de AtALDH10A8 et AtALDH10A9 sont de 19 µM et 31 µM, 

respectivement (Tableau 12). AtALDH10A8 atteint aussi une Vmax plus élevée :                         

27,5 nkat mg-1 contre 16,6 nkat mg-1. L’activité et la vitesse de réaction maximale de 

AtALDH10A8 avec l’ABAL sont donc plus élevées que celle de AtALDH10A9. 

Avec le TMABAL, le Km de AtALDH10A8 est de 15 µM et celui de AtALDH10A9 est de        

17 µM. La Vmax de AtALDH10A8, de 116,9 nkat mg-1 sur le TMABAL, est plus élevée que 

celle de AtALDH10A9 qui est de 26,7 nkat mg-1. Ainsi, l’activité de AtALDH10A8 et 

AtALDH10A9 avec le TMABAL sont comparables, mais la vitesse de réaction maximale 

est plus élevée avec ALDH10A8.  

Avec le GBAL, les Km AtALDH10A8 et AtALDH10A9 sont de 4 µM et 7 µM, respectivement. 

La Vmax de AtALDH10A8 est elle aussi supérieure, avec 59,9 nkat mg-1 contre 23,9 nkat mg-1 

pour AtALDH10A9. L’activité et la vitesse de réaction maximale de AtALDH10A8 avec le 

GBAL sont donc plus élevées que celle de AtALDH10A9. 

Le ratio Kcat/Km de AtALDH10A8 est le plus élevé avec l’APAL (5.0 x 106 s-1M-1). Selon ce 

critère, l’APAL est donc le substrat de prédilection de AtALDH10A8. En revanche, celui de 

AtALDH10A9 est le plus élevé avec le GBAL (2.0 x 105 s-1M-1). Selon ce critère, le GBAL est 

donc le substrat de prédilection de AtALDH10A9. 

d. Recherche du pH optimal 

Le pH permettant la réaction optimale a été recherché pour AtALDH10A8 et AtALDH10A9 

en présence de trois substrats : l’ABAL, l’APAL et le TMABAL. Le pKa de la cystéine 

catalytique (Cys294) est de 8,4. Les ALDH10 nécessitent donc un pH supérieur à cette valeur 

pour que Cys294 soit sous sa forme anionique (Kopečný et al. 2013). L’activité a été mesurée 

pour chaque enzyme et chaque substrat sur une gamme de pH de 8,5 à 10,7 (Figure 19). D’après 

les mesures réalisées, le pH optimal avec l’APAL comme substrat est de 10,4 pour 

AtALDH10A8 et de 9,7 pour AtALDH10A9. Avec l’ABAL, le pH optimal est de 10,0 pour 

AtALDH10A8 et de 9,2 pour AtALDH10A9. Avec le TMABAL, le pH optimal est de 10,7 

pour AtALDH10A8 et de 10,0 pour AtALDH10A9. Ainsi, le pH optimal varie selon l’enzyme 

et le substrat. Mais, pour chacun des trois substrats analysés, le pH optimal de AtALDH10A8 

est supérieur à celui de AtALDH10A9 de 0,7 ou 0,8 point de pH. De plus, Pour une activité 
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maximale de l’enzyme, le TMABAL requiert un pH plus élevé que l’APAL, qui lui-même 

requiert un pH plus élevé que l’ABAL. 

 

Figure 19 : Activité de AtALDH10A8 et AtALDH10A9 en fonction du pH avec l’ABAL, 

APAL et TMABAL comme substrats. Pour chaque pH, l’activité est exprimée en pourcentage 

de l’activité maximale. 

3. Etude de l’expression des gènes AtALDH10A8 et AtALDH10A9 

selon les organes 

En complément des analyses d’activité enzymatique, l’expression des gènes AtALDH10A8 et 

AtALDH10A9 a été étudiée chez les plantules âgées de 7 jours, les feuilles de rosette prélevées 

sur des plantes de 2 semaines, les feuilles caulinaires et les fleurs prélevées sur des plantes âgées 

de 4 semaines. Cette étude a pour but de déterminer s’il existe des spécificités d’expression 

pour ces deux gènes entre les organes, et d’étudier une éventuelle corrélation avec leurs 

spécificités de substrat. Une analyse par RT-PCR quantitative a été réalisée en utilisant le 

couples d’amorces 10A8_for et 10A8_rev pour AtALDH10A8, et 10A9_fwd et 10A9_rev pour 

AtALDH10A9. L’analyse montre que les feuilles caulinaires sont les organes dans lesquels 

l’expression des deux AtALDH10 est la plus élevée, et que leur niveau d’expression y est 

comparable (Figure 20). En revanche, dans les plantules et les fleurs, le niveau d’expression de 

AtALDH10A9 est 50 % supérieur à celui de AtALDH10A8. Dans les feuilles de rosette, le niveau 

d’expression de AtALDH10A9 est environ le double de celui de AtALDH10A8. Ainsi, bien que 

des différences de niveau d’expression existent, les deux AtALDH10 sont exprimées dans 

tous les tissus étudiés. 
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Figure 20 : Analyse par RT-PCR quantitative de l’expression des gènes AtALDH10A8 et 

AtALDH10A9 dans les plantules de 7 jours, les rosettes prélevées sur des plantes de 2 semaines, 

les feuilles caulinaires et fleurs prélevées sur des plantes âgées de 4 semaines chez Col-0. Les 

valeurs représentent la moyenne ± écart-type des résultats de 3 expérimentations 

biologiquement indépendantes. Le gène EF1α est utilisé comme gène de référence. Les résultats 

sont exprimés en % de l’expression de AtALDH10A8 dans les feuilles caulinaires. 

4. Discussion et perspectives  

A l’instar des ALDH10 des autres espèces végétales, les mesures de l’activité in vitro des 

enzymes AtALDH10A8 et AtALDH10A9 montrent qu’elles sont capables d’oxyder l’APAL, 

l’ABAL, le TMAPAL, le TMABAL, le GBAL, la BAL et le DMABAL. De plus, les deux 

AtALDH10 sont exprimées dans les plantules, les feuilles de rosette et caulinaires et dans les 

fleurs. Il semblerait donc qu’elles soient ubiquitaires. L’ensemble de ces données suggère une 

implication possible de AtALDH10A8 et AtALDH10A9 dans plusieurs processus 

physiologiques. Dans le cadre de cette discussion, les paramètres enzymatiques de 

AtALDH10A9 publiés par Missihoun et ses collaborateurs (2011) n’ont pas été pris en 

considération. Ils sont dans des ordres de grandeur très différents (d’un facteur 15 à 200 pour 

les Km) de ceux obtenus par Zarei et ses collaborateurs (2016). En revanche, ceux de ces 

derniers sont dans des ordres de grandeur comparables à ceux des ALDH10 des autres espèces 

(Tylichová et al. 2010; Kopečný et al. 2013). Ils ont donc été retenus ici pour appréhender les 

rôles possibles de ces enzymes chez Arabidopsis. 
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a. Fonctionnalité des ALDH10  

i. Activité sur l’APAL 

Des sept aminoaldéhydes testés, l’APAL est le meilleur substrat de chacune des deux 

AtALDH10. Ce résultat est cohérent avec ceux rapportés dans la littérature. En effet, selon 

l’étude de Zarei et ses collaborateurs (2016), les deux AtALDH10 prennent en charge l’APAL 

plus efficacement que l’ABAL et la BAL. La préférence pour l’APAL est courante chez les 

ALDH10 actives sur les aminoaldéhydes linéaires. Elle a également été rapportée chez les deux 

PsAMADH (Tylichová et al. 2010), les trois ZmAMADH, et SlAMADH2 (Kopečný et al. 

2013). Cette haute affinité pour l’APAL est probablement due au Trp288 dans la séquence des 

enzymes. Ce résidu réduit le volume du canal du substrat, ce qui favorise l’interaction avec les 

aminoaldéhydes linéaires. L’inhibition de l’activité de l’enzyme par à partir d’une certaine 

concentration d’APAL (50 mM à 200 mM) a également été rapportée pour les trois ALDH10 

du maïs, les deux ALDH10 de la tomate (Kopečný et al. 2013) et les deux ALDH10 du pommier 

(Zarei et al. 2015). 

 

Les Km calculés ici de AtALDH10A8 et AtALDH10A9 avec l’APAL (1,4 µM et 38,3 µM, 

respectivement) diffèrent de ceux précédemment rapportés. Sur l’APAL, Zarei et ses 

collaborateurs (2016) ont mesuré un Km de 5,5 µM pour AtALDH10A8, et un Km de 17,3 µM 

pour AtALDH10A9. Néanmoins, le Km de AtALDH10A8 mesuré dans le cadre de cette thèse 

est inférieur à celui de AtALDH10A9, ce qui est en accord avec l’étude de Zarei et ses 

collaborateurs. Cela signifie qu’AtALDH10A8 a une affinité pour l’APAL plus élevée que celle 

de AtALDH10A9. La Vmax de AtALDH10A8 (1,4 nkat mg-1) est plus faible que celle de 

AtALDH10A9 (38,3 nkat mg-1). Cependant, les résultats disponibles dans la littérature 

suggèrent une Vmax sensiblement équivalente entre les deux isoformes : 15,8 nkat mg-1 et          

17,3 nkat mg-1, respectivement (Zarei et al. 2016). 

    

Pour conclure, AtALDH10A8 et AtALDH10A9 pourraient toutes les deux être impliquées dans 

la synthèse de β-alanine. AtALDH10A8 semble plus active que AtALDH10A9 sur les faibles 

concentrations d’APAL. Son activité est inhibée par une concentration d’APAL supérieure à 

50 µM. A l’inverse, AtALDH10A9 est donc plus active sur les concentrations élevées. Ainsi, 

il est possible que AtALDH10A8 soit spécialisée dans la prise en charge de l’APAL en faible 

concentration. AtALDH10A9, quant à elle, est spécialisée dans la prise en charge de l’APAL 

en concentration élevée.  
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ii. Activité sur l’ABAL 

L’ABAL est efficacement pris en charge par AtALDH10A8 et AtALDH10A9. Leur activité 

respective est de 18 % et 28 % de celle de l’APAL. Elle est comparable à celle de SlAMADH2 

et des trois ZmAMADH (entre 20 % et 40 %). Cette activité avec l’ABAL est, là encore, 

probablement due au Trp288 qui réduit le volume du canal du substrat, favorisant l’interaction 

avec les aminoaldéhydes linéaires. Avec l’ABAL, le Km de AtALDH10A8 (19,1 µM) est 

comparable à celui indiqué dans la littérature (25 µM) (Zarei et al. 2016). En revanche ce n’est 

pas le cas de celui de AtALDH10A9. Le Km calculé ici (28,6 µM) est près de 16 fois inférieur 

à celui calculé par Zarei et ses collaborateurs (2016) (460 µM). Toutefois, ces différences 

peuvent s’expliquer par des conditions expérimentales différentes, notamment un tampon 

différent. Zarei et ses collaborateurs (2016), ont réalisé leurs cinétiques dans un tampon 

contenant 30 mM de Bris-Tris propane et 30 mM d’acide 3-(cyclohexylamino)-1-

propanesulfonique), alors que nous avons utilisé un tampon Tris HCl. Ainsi, AtALDH10A8 et 

AtALDH10A9 sont capables d’oxyder l’ABAL, et pourraient donc être impliquées dans la 

production de GABA. 

iii. Activité sur le TMABAL  

L’étude des activités enzymatiques montre que AtALDH10A8 et AtALDH10A9 sont capables 

d’oxyder le TMABAL. Leur affinité pour le TMABAL est cependant inférieure à celle de 

SlAMADH1 et ZmAMADH2. Le Trp288 pourrait être responsable de cette activité moindre 

sur le TMABAL. Ce résidu gêne la fixation du groupe triméthylammonium du TMABAL. 

L’inhibition de l’activité des deux isoenzymes par des concentrations de TMABAL supérieures 

à 50 mM a également été rapportée pour les trois ALDH10 du maïs (ZmAMADH1a, 

ZmAMADH1b et ZmAMADH2) et pour SlAMADH1 (Kopečný et al. 2013). Le Km de 

AtALDH10A9 avec le TMABAL (6,3 µM) est proche de celui de ZmAMADH1a (6 µM) 

(Kopečný et al. 2013). Celui de AtALDH10A8 (14,8 µM) est comparable à celui de 

PsAMADH1 (10 µM), ZmAMADH2 (16 µM) et SlAMADH1 (17 µM) (Kopečný et al. 2013). 

La Vmax de AtALDH10A8 (116,9 nkat mg-1) est plus proche de celle de PsAMADH2 (140 nkat 

mg-1) que de celle de PsAMADH1 (87 nkat mg-1). En revanche celle de AtALDH10A9         

(26,7 nkat mg-1) est plus faible. 

AtALDH10A8 et AtALDH10A9 sont donc capables d’oxyder efficacement le TMABAL. Les 

deux isoenzymes pourraient ainsi être impliquées dans la synthèse de γ-butyrobétaïne, le 

précurseur direct de la carnitine chez les animaux et les levures (Vaz and Wanders 2002; Strijbis 
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et al. 2009, 2010). AtALDH10A8 serait plus active que AtALDH10A9 sur les faibles 

concentrations de TMABAL.  

iv. Activité sur la BAL 

Les deux isoformes sont faiblement actives avec la BAL. Ce résultat n’est pas en accord avec 

ceux de Missihoun et ses collaborateurs (2011) qui ont rapporté une haute activité de 

AtALDH10A9 avec la BAL. En revanche, il confirme ceux rapportés par Zarei et ses 

collaborateurs (2016). Cette faible activité peut être expliquée par l’Ile444, qui est partagée par 

les ALDH10 de la tomate, ZmAMADH1b, ZmAMADH2 (Kopečný et al. 2013) et les ALDH10 

du pommier (Zarei et al. 2015), elles aussi faiblement actives avec la BAL. Ce résidu réduit la 

largeur du canal du substrat (Kopečný et al. 2013). Il limite donc l’interaction de l’enzyme avec 

la fonction triméthylammonium de la BAL. En revanche, les ALDH10 spécialisées dans 

l’oxydation de la BAL, comme SoBADH1, sont dépourvues de cette Ile444. Si AtALDH10A8 

et AtALDH10A9 sont capables d’oxyder la BAL en glycine bétaïne, elles ne sont probablement 

pas dédiées à cette activité in vivo. 

v. pH optimaux 

Les résultats obtenus montrent que les pH optimaux pour l’activité des ALDH10 d’Arabidopsis 

varient selon l’isoforme et le substrat. Néanmoins, pour chacun des trois substrats testés, 

l’APAL, l’ABAL et le TMABAL, le pH optimal d’ALDH10A8 (10,4 ; 10,0 et 10,7, 

respectivement) est supérieur de 0,7 ou 0,8 point au pH optimal d’ALDH10A9 (9,7 ; 9,2 et 

10,0, respectivement). Quel que soit le substrat, ALDH10A8 est donc active dans des conditions 

plus alcalines que AtALDH10A9. Ce résultat est proche de celui obtenu par Zarei et ses 

collaborateurs. Selon eux, le pH optimal de AtALDH10A8 et AtALDH10A9 avec l’APAL est 

de 10,5 et 9,5, respectivement. Ces pH optimaux ne semblent pas correspondre au pH des 

organites dans lesquels ils sont localisés. Le pH du peroxysome, dans lequel se trouve 

ALDH10A9 (Missihoun et al. 2011; Zarei et al. 2016) est de 8,4 (Shen et al. 2013), soit proche 

du pKa de la cystéine catalytique. Concernant AtALDH10A8, Missihoun et ses collaborateurs 

(2011) ont proposé qu’elle serait localisée dans les leucoplastes. Zarei et ses collaborateurs 

(2016) estiment qu’elle serait localisée dans les plastes en général. Le pH du chloroplaste est 

de 7,2 (Shen et al. 2013), soit plus acide que le pH optimal de AtALDH10A8. Toutefois ces 

estimations de valeurs de pH concernent l’organite entier. On ne peut exclure une variation de 

pH à l’intérieur des organites, voir au niveau du site catalytique. 
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b. Implications potentielles des AtALDH10 dans la physiologie de 

la plante 

i. Dégradation des polyamines et des acides aminés 

L’APAL et l’ABAL sont des intermédiaires de dégradation des polyamines : la spermine, la 

spermidine et la putrescine (Sebela et al. 2000; Li et al. 2003). Le GBAL est issu de la 

décomposition de l’arginine, le TMABAL de la lysine et la BAL de la choline (Brouquisse et 

al. 2008). Ces aminoaldéhydes sont des molécules hautement réactives et par conséquent 

toxiques pour la cellule. La cytotoxicité de l’APAL et l’ABAL a par ailleurs été montrée chez 

l’animal (Yu et al. 2003; Wood et al. 2007). Les expériences réalisées ici montrent que les 

ALDH10 d’Arabidopsis sont capables d’oxyder l’APAL, l’ABAL, le GBAL, le TMABAL et 

la BAL. Cela suggère que les AtALDH10 sont impliquées dans la détoxification de ces 

intermédiaires de dégradation des polyamines et acides aminés, et leur conversion en β-alanine, 

GABA, 4-guanidinobutyrate, γ-butyrobétaïne et glycine bétaïne, respectivement. En outre, ces 

molécules pourraient intervenir dans plusieurs processus physiologiques, comme la protection 

contre le stress osmotique ou la voie de biosynthèse de la carnitine. 

ii. Protection contre le stress osmotique 

Chez les plantes, les ALDH10 sont impliquées dans la synthèse de plusieurs osmoprotectants. 

Chez l’épinard notamment, les ALDH10 sont responsables de la conversion de la BAL en 

glycine bétaïne (Weigel et al. 1986; Weretilnyk and Hanson 1989). Cette dernière peut 

s’accumuler à des concentrations élevées dans les tissus de plantes en réponse à un stress 

osmotique (Le Rudulier et al. 1984; Sakamoto and Murata 2000). Bien que les AtALDH10 

permettent de synthétiser la glycine bétaïne (Missihoun et al. 2011, 2015), Arabidopsis 

n’accumule pas ce composé en réponse à un stress osmotique. Cela est en partie lié à l’absence 

de choline monooxygénase fonctionnelle, l’enzyme transformant la choline en bétaïne aldéhyde 

(Hayashi et al. 1997, Huang et al. 2000). Cette absence est, de plus, accompagnée de la très 

faible activité des AtALDH10 sur la BAL montrée ici. En revanche, leur capacité à oxyder 

l’APAL et l’ABAL suggère qu’elles seraient impliquées dans la production de β-alanine et de 

GABA. Ces deux molécules ont, comme la glycine bétaïne, des propriétés d’osmoprotection 

(Kasschau et al. 1984; Hanson et al. 1994; Kinnersley and Turano 2000; Shelp et al. 2012). Il 

est donc possible que chez Arabidopsis, les ALDH10 puissent être impliquées dans la synthèse 

de β-alanine et de GABA pour protéger la plante contre le stress stress osmotique. 



91 
 

iii. Synthèse de γ-butyrobétaïne 

La capacité d’AtALDH10A8 et AtALDH10A9 à oxyder le TMABAL in vitro suggère que ces 

deux enzymes pourraient être impliquées dans la synthèse de la γ-butyrobétaïne chez 

Arabidopsis. Au cours d’une thèse réalisée antérieurement dans notre équipe, la levure mutante 

C. albicans tmabadh (tmabadh∆/∆), déficiente pour l’enzyme responsable de la synthèse de γ-

butyrobétaïne, a été étudiée (Zhao, 2014). Une complémentation fonctionnelle de ce mutant par 

les enzymes AtALDH10A8 et AtALDH10A9 a été démontrée. Cette étude a permis de proposer 

que les ALDH10 d’Arabidopsis pourraient être impliquées dans la synthèse de γ-butyrobétaïne 

chez la plante. Les résultats ici présentés renforcent cette hypothèse tout en montrant une 

possible implication dans d’autres voies métaboliques. Il faut noter également que l’ALDH7 et 

l’ALDH12 du maïs peuvent aussi prendre en charge le TMABAL, bien qu’il ne soit pas leur 

substrat de prédilection (Koncitikova et al. 2015). Il est donc possible que d’autres ALDH chez 

Arabidopsis participent à la synthèse de γ-butyrobétaïne. La γ-butyrobétaïne étant le précurseur 

direct de la carnitine chez les animaux et les levures, AtALDH10A8 et AtALDH10A9 

pourraient donc intervenir dans la biosynthèse de la carnitine via la conversion du TMABAL 

en γ-butyrobétaïne.  
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B. Etude du rôle biologique des enzymes AtALDH10A8 et 

AtALDH10A9 

 

Les enzymes AtALDH10A8 et AtALDH10A9 sont capables d’oxyder plusieurs 

aminoaldéhydes. Elles peuvent notamment convertir l’ABAL en GABA et le TMABAL en γ-

butyrobétaïne (Chapitre A). Le GABA est une molécule impliquée notamment dans la 

protection contre le stress osmotique (Shelp et al. 1999; Kinnersley and Turano 2000). La γ-

butyrobétaïne est, chez les animaux et les levures, le précurseur direct de la carnitine, et pourrait 

avoir le même rôle chez les plantes (Rippa et al. 2012). Une étude de mutants AtALDH10 a 

donc été réalisée pour étudier le rôle biologique de ces enzymes dans la défense contre le stress 

osmotique, la biosynthèse de la carnitine, ou d’autres processus physiologiques. Un mutant 

perte de fonction est disponible pour chacune des deux isoformes AtALDH10. Le mutant 

d’insertion KO8-2 (Missihoun et al. 2011), identifié dans la collection Saskatoon (SK24056) 

(Robinson et al. 2009), porte un T-DNA dans le douzième intron du gène AtALDH10A8 (Figure 

21). Le mutant badh (SAIL543H01), identifié dans la collection de mutants d’insertion 

Syngenta Arabidopsis insertion library (SAIL, www.tmri.org), porte un T-DNA dans la 

séquence codante du gène AtALDH10A9, au niveau du deuxième exon (Cassin-Ross and Hu 

2014). 

Dans le cadre de cette thèse, l’expression des gènes AtALDH10A8 et AtALDH10A9 a été 

vérifiée chez Col-0, KO8-2 et badh. Ensuite, le double mutant KO8-2 badh, perte de fonction 

pour les deux AtALDH10, a été généré. La morphologie et le développement précoce des 

plantes Col-0, KO8-2, badh et KO8-2 badh ont été caractérisés. La capacité des extraits 

protéiques des plantes à oxyder l’ABAL et le TMABAL, substrats des AtALDH10, a été 

mesurée. Enfin, la teneur des tissus des plantes en carnitine, γ-butyrobétaïne et GABA a été 

déterminée. Ces expériences ont pour objectif de connaître plus précisément les processus 

physiologiques dans lesquels les AtALDH10 pourraient être impliquées. Elles doivent 

notamment permettre de confirmer ou infirmer l’implication des AtALDH10 dans le 

métabolisme du GABA, de la γ-butyrobétaïne et de la carnitine. 

 

 

 

http://www.tmri.org/
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Figure 21 : Structure intron-exon des gènes AtALDH10A8 et AtALDH10A9 et position des T-

DNA chez les mutants KO8-2 et badh. Les noms des lignées portant les T-DNA sont indiqués. 

Les rectangles représentent les exons. Les lignes représentent les introns et les régions non 

traduites en 5’ et 3’. Les triangles blancs représentent les T-DNA chez les mutants KO8-2 et 

badh Un triangle noir en arrière-plan représente la position du T-DNA chez badh selon Cassin-

Ross & Hu, 2014. Les flèches indiquent la position des amorces utilisées pour le génotypage, 

pour déterminer la position du T-DNA chez le mutant badh, et pour les RT-PCR quantitatives 

chez badh. 

1. Etude préliminaire des mutants KO8-2 et badh 

a. Analyse de l’expression de AtALDH10A9 chez le mutant badh 

La perte de fonction du mutant KO8-2 pour AtALDH10A8 a été confirmée lors d’un travail 

précédent (Zhao, 2014). Dans un premier temps, nous avons souhaité vérifier que badh est 

également un mutant perte de fonction. Les ARN des feuilles de rosettes de Col-0 et badh âgées 

de 2 semaines ont été extraits et une expérience de RT-PCR quantitative a été réalisée pour 

AtALDH10A9. Plusieurs couples d’amorces ont été utilisés. Un couple d’amorces spécifique de 

la partie 3’ du gène AtALDH10A9 (10A9_for et 10A9_rev), a été utilisé. Deux couples 

spécifiques de la partie 5’ de AtALDH10A9 ont également été utilisés : 10A9_for2 et 

10A9_rev2 ; et 10A9_for3 et 10A9_rev3. L’analyse par RT-PCR quantitative avec un couple 

d’amorces en 5’ confirme l’absence d’expression de AtALDH10A9 chez badh (Figure 22). 

Cependant, un niveau d’expression de AtALDH10A9 comparable à celui de Col-0 est détecté 

par RT-PCR quantitative utilisant un couple d’amorces spécifique de la partie 3’ du gène 
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(Figure 22). Ainsi, chez le mutant badh, la partie 3’ du gène AtALDH10A9 est exprimée, 

malgré la présence de l’insertion T-DNA en 5’ du gène. 

 

Figure 22 : Analyse de l’expression de AtALDH10A9 dans les feuilles de Col-0 et badh âgées 

de 2 semaines, avec un couple d’amorces s’hybridant au niveau de la partie 5’ du gène (à gauche 

sur la figure) et avec un couple s’hybridant au niveau de la partie 3’ du gène (à droite sur la 

figure). 

b. Position du T-DNA chez le mutant badh 

Les analyses par RT-PCR montrent que la partie 3’ du gène AtALDH10A9 est transcrite. Une 

analyse préliminaire s’est donc révélée nécessaire pour vérifier si chez badh, le T-DNA est 

présent dans un exon, comme indiqué dans la littérature (Cassin-Ross & Hu 2014). La position 

du T-DNA dans le gène AtALDH10A9 chez le mutant badh a donc été vérifiée. L’ADN de 

feuille de badh a été extrait, et la région bordant le T-DNA a été amplifiée par PCR en utilisant 

les amorces LB2 et SR125. LB2 reconnaît une séquence située sur la bordure gauche du T-

DNA. SR125 s’hybride au niveau du gène (Figure 21). L’amplicon ainsi généré a été cloné dans 

le vecteur de clonage pGEM®-T Easy, puis séquencé par les amorces de séquençage SP6 et T7 

du plasmide.  

Après alignement avec la séquence du gène AtALDH10A9, le résultat montre que, chez le 

mutant badh, le T-DNA est situé dans le premier intron (Figure 23), et non dans le deuxième 

exon. 
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Séquence 1    1 ------------------------------------------------------------ 

AtALDH10A9    1 AGATATCATTCTTAGAACCAAAACGGAAAGTCCCAACGATCCCATTTTACTCCTTTTCAC 

 

Séquence 1    1 ------------------------------------------------------------ 

AtALDH10A9   61 CACCTCTAGTAGCAGAGAGAGAGAGAGAGTATGGCGATTACGGTGCCGAGACGGCAACTC 

 

Séquence 1    1 ------------------------------------------------------------ 

AtALDH10A9  121 TTCATCGGCGGTCAATGGACTGAGCCCGTTCTCCGTAAAACTCTCCCTGTTGTCAATCCC 

 

Séquence 1    1 -----------------------------------------------GCTTCCTATTATA 

AtALDH10A9  181 GCCACCGAAGACATCATCGGTACTTTTTATTTTTTCCAATCATATCT------------- 

 

Séquence 1  14 CTTCCAAATTACCAATACATTACACTAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACACC 

AtALDH10A9  228 ------------------------------------------------------------ 

 

Séquence 1   74 AAATCGAATTCAATTCGGCGTTAATTCAGTACATTAAAAACGTCCGCAATGTGTTATTAA 

AtALDH10A9  228 ------------------------------------------------------------ 

 

Séquence 1  134 GTTGTCTAAGCGTCAATGTGTTACTCACTTTTTGAACTTGATCACTCGATTTTCGCGAGT 

AtALDH10A9  228 ----------------TGTGTTACTCACTTTTTGAACTTGATCACTCGATTTTCGCGAGT 

 

Séquence 1  194 TTCGATTCAATCTATCGTTATCGGAACTACG----------------------------- 

AtALDH10A9  272 TTCGATTCAATCTATCGTTATCGGAACTACGCATTTCCCGATTTGCTGTATACTTAGTTC 

 

Séquence 1  ---------------------------------------------------------------- 

AtALDH10A9  332 GCGAATTGAAAGAGCTTTGAACTTTTGTCTGTTTGAGACGATCGTCATTTCTTCTGTGAT 

 

Séquence 1  ---------------------------------------------------------------- 

AtALDH10A9  392 TATTGTCTATGAACGGGAGCGGAAGTTGTTTTTGCGTTAGATCTGTGGGATTATATAGGA 

 

Séquence 1  ---------------------------------------------------------------- 

AtALDH10A9  452 GGAGAATAGATAGATATGTAGTTGAATGATTGGATTGGATCTCTTCTCCTGCTGATGGAG 

 

Séquence 1  ---------------------------------------------------------------- 

AtALDH10A9  512 TTCTTTGTAGTGTTTTTTAAACTGGGATTGGTGGTGGTTTTAGGTTATATTCCAGCTGCA 

 

Séquence 1  ---------------------------------------------------------------- 

AtALDH10A9  572 ACTTCTGAAGATGTGGAGCTTGCTGTGGAAGCTGCTAGGAAAGCATTTACTAGGAACAAC 

 

Séquence 1  ---------------------------------------------------------------- 

AtALDH10A9  632 GGAAAGGATTGGGCTAGAGCAACTGGTGCTGTTCGTGCCAAATACTTGCGCGCTATTGCA 

 

 

Figure 23 : Alignement de la séquence de l’amplicon généré par PCR en utilisant les amorces 

LB2 et SR125 chez le mutant badh (noté Séquence 1), avec les 930 premiers nucléotides de la 

séquence du gène AtALDH10A9. Les séquences des régions non traduites sont présentées en 

noir, celles des exons sont présentées en bleu, et celles des introns sont présentées en rouge. La 

séquence du T-DNA est présentée en vert. Les flèches représentent la position des amorces LB2 

et SR125. Les nucléotides identiques entre les deux séquences sont présentés en gras. Les 

numéros en début de ligne indiquent les positions des nucléotides. 

c. Etude de l’expression des gènes AtALDH10A8 et AtALDH10A9 

chez KO8-2 et badh 

Chez les simples mutants KO8-2 et badh, il est possible que la perte de fonction pour une 

ALDH10 soit compensée par une surexpression du gène codant l’autre isoenzyme. Pour vérifier 

cette hypothèse, le nombre de transcrits AtALDH10A8 et AtALDH10A9 chez KO8-2 et badh a 

été analysé par RT-PCR quantitative. Les ARN des feuilles de rosettes de Col-0 et badh âgées 

de 7 jours ont été extraits et une expérience de RT-PCR quantitative a été réalisée. Les amorces 
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10A8_fwd et 10A9_rev ont été utilisées pour amplifier le cDNA de AtALDH10A8. Les amorces 

10A9_for et 10A9_rev ont été utilisées pour amplifier le cDNA de AtALDH10A9. L’analyse 

par RT-PCR quantitative indique que AtALDH10A8 est exprimé de manière similaire chez Col-

0 et badh (Figure 24 A), et AtALDH10A9 est exprimé de manière similaire chez Col-0 et KO8-

2 (Figure 24 B). Ainsi, la perte de fonction d’une AtALDH10 n’entraîne pas une 

surexpression de l’autre isoenzyme. 

 

Figure 24 : Analyse de l’expression de AtALDH10A8 dans les feuilles de rosettes de Col-0 et 

badh (A), et de AtALDH10A9 dans les feuilles de rosettes de Col-0 et KO8-2 (B) par RT-PCR 

quantitative. Les niveaux d’expression des gènes sont donnés en % du niveau d’expression chez 

Col-0. Dans les deux cas, les feuilles de rosettes ont été prélevées sur des plantes âgées de 2 

semaines. 

2. Etude du double mutant KO8-2 badh  

a. Obtention du double mutant KO8-2 badh 

Dans la mesure où il n’existe pas d’autre mutant que badh disponible dans la littérature ou dans 

les banques perte de fonction pour AtALDH10A9, et que des phénotypes ont été décrits pour 

cette lignée (Cassin-Ross and Hu 2014; Zhao 2014), e mutant badh a été utilisé dans cette étude. 

Tout d’abord, badh a été croisé avec KO8-2. Ce croisement de manière à créer un double mutant 

KO8-2 badh. Un premier croisement a permis d’obtenir une lignée hétérozygote pour chacune 

des deux mutations. Le double mutant a ensuite été obtenu par autofécondation de ce double 

hétérozygote. Les plantes double hétérozygotes, puis les doubles homozygotes KO8-2 badh ont 

été identifiées au moyen d’un génotypage par PCR utilisant trois amorces.  

Les amorces ZY001, ZY002 et LB3 sont utilisées pour suivre le T-DNA de l’allèle KO8-2. 

ZY001 et LB3 permettent de générer un amplicon de 550 pb pour l’allèle KO8-2 (portant le T-
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DNA), et les amorces ZY001 et ZY002 permettent de générer un amplicon de 700 pb pour 

l’allèle sauvage. De la même manière, les amorces SR124, SR125 et LB2 sont utilisées pour 

suivre le T-DNA de l’allèle badh. Les amorces SR124 et SR125 permettent de générer un 

amplicon de 500 pb pour l’allèle sauvage, et les amorces SR124 et LB2 permettent de générer 

un amplicon de 200 pb pour l’allèle badh (portant le T-DNA). Le génotypage a permis 

d’identifier des plantes homozygotes à la fois pour l’allèle KO8-2 et pour l’allèle badh (Figure 

25 A et B). Ainsi, des plantes KO8-2 badh ont été obtenues. 

 

Figure 25 : Electrophorèse des produits de PCR de génotypage sur les gènes AtALDH10A8 en 

utilisant les amorces ZY001, ZY002 et LB3 (A) et AtALDH10A9 en utilisant les amorces 

SR124, SR125 et LB2 (B) des plantes issues du croisement, pour l’identification des mutants 

KO8-2 et badh. Les plantes issues du croisement sont identifiées par un numéro. Celles dont le 

profil électrophorétique montre l’homozygotie pour les mutations KO8-2 et badh (double 

mutant KO8-2 badh) sont encadrés en rouge. 

b. Caractérisation de la morphologie de la plante adulte 

La descendance de quatre plantes double mutantes KO8-2 badh, numérotées 6, 18, 46 et 49, a 

été étudiée du point de vue développemental et biochimique. Dans ce mémoire, les résultats de 

chaque descendance sont présentés avec le numéro correspondant. Pour des raisons pratiques, 

la plupart des analyses n’ont pas été réalisées sur les descendances de chacune de ces lignées. 

La taille de la hampe florale des plantes adultes Col-0, KO8-2, badh et KO8-2 badh a été 

mesurée et comparée. La hampe florale de Col-0, KO8-2 et badh est de taille similaire, en 

moyenne 53 cm. Celle du double mutant KO8-2 badh mesure en moyenne 68 cm, soit une 

hauteur 28 % supérieure à celle de Col-0 et des simples mutants (Figure 26). Le double mutant 

KO8-2 badh forme donc une hampe florale significativement plus grande que Col-0, KO8-

2 et badh.  

B A 

  4       5       7              1        2       3       4        5        6       7      8                       
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Figure 26 : Longueur en cm de la hampe florale de Col-0, KO8-2, badh et KO8-2 badh (A) et 

photographie des plantes adultes Col-0, KO8-2, badh et KO8-2 badh âgées de 7 semaines (B). 

Les valeurs représentent la moyenne ± écart-type des résultats de 3 expérimentations 

biologiquement indépendantes. Les astérisques indiquent la significativité des différences entre 

les mutants et Col-0 en utilisant le test de Student (test T). Les seuils de significativité sont 

définis par la valeur de P avec * pour P < 0,05 ; ** pour P < 0,01 ; *** pour P < 0,001 et **** 

pour P < 0,0001. 

Le nombre de hampes florales secondaires a également été comparé. Entre les plantes Col-0, 

KO8-2 et badh, ce nombre ne diffère pas significativement. Elles portent en moyenne entre      
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28 et 37 hampes florales secondaires. Les lignées KO8-2 badh porte en moyenne jusqu’à         

187 hampes florales secondaires (pour la lignée 49) (Figure 27 A), soit 5 à 7 fois plus que Col-

0 et les simples mutants. En particulier, KO8-2 badh porte en moyenne jusqu’à 104 hampes 

florales secondaires (pour la lignée 49) de moins de 15 cm, soit environ 11 fois plus que Col-0, 

KO8-2 et badh (Figure 27 B). Ainsi, le double-mutant KO8-2 badh génère un nombre 

significativement plus élevé de hampes florales secondaires, et en particulier un nombre 

plus élevé de hampes florales secondaires de petite taille. 

 

Figure 27 : Nombre de hampes florales secondaires totales (A), et nombre de hampes florales 

secondaires de moins de 15 cm (B) de Col-0, des simples mutants KO8-2 et badh et des double 

mutants KO8-2 badh âgées de 7 semaines. Les valeurs représentent la moyenne ± écart-type 

des résultats de 3 expérimentations biologiquement indépendantes. Les astérisques indiquent la 

significativité des différences entre les mutants et Col-0 en utilisant le test de Student (test T). 

Les seuils de significativité sont définis par la valeur de P avec * pour P < 0,05 ; ** pour P < 

0,01 ; *** pour P < 0,001 et **** pour P < 0,0001. 

Les siliques matures de Col-0, KO8-2 et badh mesurent en moyenne 13,7 à 13,9 mm (Figure 

28 A). Elles comportent respectivement 48, 46 et 38 graines développées en moyenne (Figure 

28 B). Les siliques de KO8-2 badh mesurent en moyenne 6,7 à 8,6 mm selon les lignées (Figure 

28 A), soit une longueur 50 % inférieure à celle des plantes sauvages ou des simples mutants. 

Elles comportent entre 25 et 40 ovules ne donnant pas de graines développées, soit 50 à 80 % 

des ovules. Elles portent également entre 9 et 24 graines développées par silique selon les 

lignées (Figure 28 B), soit 50 à 80 % de moins par rapport à Col-0.  
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Figure 28 : Longueur de la silique (A) et nombre de graines bien développées par silique (B) 

chez des plantes Col-0, KO8-2, badh et KO8-2 badh âgées de 7 semaines. Les valeurs 

représentent la moyenne ± écart-type des résultats de 30 et 10 expérimentations biologiquement 

indépendantes, respectivement. Les astérisques indiquent la significativité des différences entre 

les mutants et Col-0 en utilisant le test de Student (test T). Les seuils de significativité sont 

définis par la valeur de P avec * pour P < 0,05 ; ** pour P < 0,01 ; *** pour P < 0,001 et **** 

pour P < 0,0001. 
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sont de taille inférieure aux autres génotypes, et contiennent un nombre de graines 

significativement réduit (Tableau 13). 

Tableau 13 : Principales caractéristiques du double mutant KO8-2 badh par rapport à Col-0 

concernant la morphologie de la plante adulte. 

 Phénotype de KO8-2 badh par rapport à Col-0 

Hampe florale 28 % plus grande 

Hampes florales secondaires De 5 à 7 fois plus nombreuses 

Longueur des siliques Réduite de 50 % 

Nombre de graines développées Réduit de 50 à 80 % 

c. Etude de la résistance au stress salin 

Plusieurs études ont suggéré l’existence d’un lien entre les ALDH10 et la résistance au stress 

salin chez les plantes. En effet, les ALDH10 peuvent être impliquées dans la production 

d’osmoprotectants, tels que la glycine bétaïne, la β-alanine ou le GABA (Fitzgerald et al. 2009; 

Tylichová et al. 2010; Kopečný et al. 2013; Zarei et al. 2016). Chez Arabidopsis, des études 

ont montré que les simples mutants KO8-2 et badh montrent une sensibilité accrue au stress 

salin (Missihoun et al. 2011; Zarei et al. 2016). L’effet de l’exposition au stress salin sur les 

plantes des quatre génotypes a été étudié ici. Les plantes ont été cultivées en pot (9 plantes par 

pot). A partir de 14 jours après germination, elles ont été arrosées tous les deux jours avec        

100 ml d’eau ou une solution de 50, 75 ou 100 mM NaCl. Pour estimer l’impact du stress salin 

sur les plantes, la hauteur de la hampe florale a été mesurée après 14 jours de traitement (Figure 

29). 
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Figure 29 : Effet de la salinité sur les plantes de Col-0, KO8-2, badh et KO8-2 badh (lignée 49) 

âgées de 4 semaines : photographie des plantes à l’issue du traitement, et longueur moyenne de 

la hampe florale. Plantes arrosées avec de l’eau (A), 50 mM NaCl (B) 75 mM NaCl (C) et 100 

mM NaCl (D). Les valeurs représentent la moyenne ± écart-type des résultats de 3 

expérimentations biologiquement indépendantes. Les astérisques indiquent la significativité des 

différences entre les mutants et Col-0 en utilisant le test de Student (test T). Les seuils de 

significativité sont définis par la valeur de P avec * pour P < 0,05 ; ** pour P < 0,01 ; *** pour 

P < 0,001 et **** pour P < 0,0001. 
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Chez les plantes cultivées en conditions normales ou avec 50 mM NaCl, la hauteur des hampes 

florales de Col-0, KO8-2, badh et KO8-2 badh est de 36 et 30 cm, respectivement. Elle est 

comparable entre les quatre génotypes (Figure 29 A et 29 B). Concernant les plantules arrosées 

avec 75 mM NaCl, la hauteur des hampes florales de Col-0, KO8-2 et badh est de 25 à 30 cm 

environ. Celles de KO8-2 badh est de 15 cm, soit 40 % inférieure environ. Concernant les 

plantules arrosées avec 100 mM NaCl, la hauteur des hampes florales de Col-0, KO8-2 et badh 

est de 20 cm environ. Celle de KO8-2 badh est 10 cm, soit réduite de 50 % par rapport aux 

autres génotypes (Figure 29 C et 29 D). Ainsi, KO8-2 badh est plus sensible au stress salin 

que Col-0, KO8-2 et badh. Dans nos conditions de culture, ce n’est en revanche pas le cas 

des simples mutants KO8-2 et badh. 

d. Caractérisation du développement précoce 

Le développement post-germinatif de la plantule repose sur la mobilisation de réserves 

carbonées, stockées sous forme de lipides, d’amidon et de protéines. Chez Arabidopsis, la 

réserve est principalement constituée de triacylglycérols (TAG), à raison de 40 % de la masse 

de la graine (Zhai et al. 2017), dans les cotylédons et l’endosperme, ainsi que de protéines. La 

réserve d’amidon, en revanche, est rapidement consommée durant la phase de morphogenèse 

de l’embryon et les graines matures en contiennent peu (Baud et al. 2002; Angeles-Núñez and 

Tiessen 2011). Durant la phase de développement précoce de la plantule, les TAG sont 

dégradés, ce qui permet de fournir l’énergie indispensable à son développement jusqu’à 

l’acquisition de la photoautotrophie (Eastmond and Graham 2001). L’eicosénoate (C20:1) est 

le marqueur de dégradation des TAG (Li-Beisson et al. 2013). Le développement de la plantule 

requiert également la synthèse de lipides membranaires. Chez les plantes, les acides gras sont 

synthétisés dans les plastes (Ohlrogge and Browse 1995). Ils sont ensuite exportés vers le 

réticulum endoplasmique au sein duquel ils sont utilisés pour la synthèse de lipides 

membranaires (Ohlrogge and Browse 1995). Cependant, l’hexadécatrienoate (C16:3), un 

composant des lipides membranaires des thylakoïdes (Kaup et al. 2002), est synthétisé au sein-

même du plaste. Il est donc utilisé comme marqueur de la synthèse plastidiale d’acides gras 

(Li-Beisson et al. 2013).  

Le développement précoce des plantules Col-0, KO8-2, badh et KO8-2 badh a été caractérisé. 

La vitesse du développement précoce a été comparée. La quantité totale en acides gras, amidon 

et protéines, et leur teneur par rapport à la matière sèche, ont été dosées dans les graines et les 
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plantules. Une attention particulière a été apportée à l’eicosénoate pour étudier la dégradation 

des TAG, et à l’hexadécatrienoate, pour estimer la synthèse membranaire. 

i. Vitesse du développement précoce 

Le développement précoce de Col-0, des simples mutants KO8-2 et badh et du double mutant 

KO8-2 badh a été caractérisé. Concernant ce dernier, les lignées KO8-2 badh 18, 46 et 49 ont 

été étudiées et sont présentées ensemble. Des stades de développement ont été définis. Le 

premier correspond à la sortie de la radicule. Le deuxième concerne l’émergence, puis 

l’étalement des cotylédons. Le stade suivant est caractérisé par l’émergence, puis l’étalement 

de la première paire de feuilles. Le dernier stade correspond à l’apparition de la deuxième paire 

de feuilles. La proportion de plantules à chaque stade de développement décrit précédemment 

a été quantifiée.  

Seules les graines développées ont été étudiées ici. Celles dont le développement est avorté 

restent dans la silique et ne sont pas récoltées. Tout d’abord, un certain nombre de graines sont 

incapables de germer. C’est le cas de 1 % des graines de KO8-2 et badh, et de 1 % des graines 

de KO8-2 badh. Chez Col-0, toutes les graines germent (Figure 30). Ainsi, le nombre de 

graines incapables de germer chez KO8-2 badh est plus élevé que chez Col-0, KO8-2 et 

badh. Après deux jours de développement, les cotylédons apparaissent, et les plantules ayant 

les cotylédons complètement sortis sont considérées comme les plus développées. Ce stade de 

développement concerne 6 à 7 % des plantules Col-0 et KO8-2, 20 % des plantules badh et       

42 % des plantules KO8-2 badh (Figure 30 A). A 4 jours de développement, les plantules les 

plus avancées sont celles dont la première paire de feuilles est complètement sortie et étalée. 

Ce stade de développement concerne 43 % des plantules Col-0, 53 % des plantules KO8-2,       

52 % des plantules badh et 66 % des plantules KO8-2 badh (Figure 30 B). A 7 jours de 

développement, les plantules les plus avancées sont celles dont la deuxième paire de feuilles 

est complètement sortie. Ce stade de développement concerne 17 % des plantules Col-0, 11 % 

des plantules KO8-2, 13 % des plantules de badh et 48 % des plantules KO8-2 badh (Figure 30 

C). Ainsi, durant la première semaine de développement, les plantules de KO8-2 badh se 

développent plus rapidement que les plantules de des trois autres génotypes. Durant les 

quatre premiers jours, le développement du simple mutant badh est intermédiaire. Il est 

plus rapide que celui de Col-0 et KO8-2, mais moins rapide que celui de KO8-2 badh. 
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Figure 30 : Développement des plantules au cours de la première semaine chez Col-0, KO8-2, 

badh et KO8-2 badh (lignées 18, 46 et 49 présentées ensemble) après de 2 jours (A), 4 jours 

(B) et 7 jours (C) de développement. Les pourcentages de graines ou de plantules à chacun des 

différents stades de développement précoce sont présentés. En bas : illustrations de quelques 

stades de développement présentés. 
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ii. Evolution de la masse de la plantule 

L’évolution de la masse fraiche des graines et des plantules âgées de 2, 4 et 7 jours de Col-0, 

KO8-2, badh et KO8-2 badh a été mesurée. Concernant KO8-2 badh, les lignées 46 et 49 ont 

été étudiées et sont présentées ensemble pour les graines, et la lignée 49 seule a été étudiée pour 

les plantules. La masse de la graine développée est de 22 µg chez Col-0, KO8-2 et badh, et de 

41 µg chez KO8-2 badh. La masse de la graine développée de KO8-2 badh est donc environ 

le double de celles de Col-0, KO8-2 et badh.  

De 2 à 7 jours de développement, la masse fraiche d’une plantule de Col-0, KO8-2 et badh 

passe de 0,2 mg par plantule à 2,2 mg par plantule (Figure 31 A). Elle ne diffère pas 

significativement entre ces trois génotypes. En revanche, chez KO8-2 badh, elle passe de 0,34 

à 3,2 mg. La masse fraiche d’une plantule KO8-2 badh est donc significativement 

supérieure de 30 % à 40 % à celle d’une plantule Col-0 durant toute la première semaine 

de développement. La vitesse d’accumulation de masse fraiche a également été quantifiée. 

Entre 0 et 2 jours de développement, la masse fraiche augmente de 0,08 mg par jour environ 

chez Col-0, KO8-2 et badh, et de 0,15 mg par jour chez KO8-2 badh, soit une cinétique 

d’augmentation environ deux fois plus élevée chez le double mutant (Figure 31 A). Entre 2 et 

4 jours de développement, la masse fraiche augmente de 0,28 mg par jour en moyenne chez 

Col-0, KO8-2 et badh, et de 0,46 mg par jour chez KO8-2 badh, soit une vitesse 40 % plus 

élevée (Figure 31 A). Entre 4 et 7 jours de développement, la masse fraiche augmente de             

0,5 mg par jour en moyenne chez Col-0, KO8-2 et badh, et de 0,64 mg par jour chez KO8-2 

badh, soit une vitesse 20 % supérieure. Ainsi, durant la première semaine de développement, 

la masse fraiche de KO8-2 badh augmente plus rapidement que celle de Col-0, KO8-2 et 

badh. 

L’évolution de la masse sèche durant la première semaine de développement a également été 

mesurée. Entre 2 et 7 jours de développement, la masse sèche des plantules Col-0, KO8-2 et 

badh passe de 0,02 à 0,12 mg. Celle de KO8-2 badh passe de 0,04 à 0,2 mg (Figure 31 B). La 

matière sèche de KO8-2 badh est donc significativement supérieure à celle de Col-0, KO8-

2 et badh. De plus, la masse sèche de Col-0, KO8-2 et badh augmente de 0,01 mg par jour entre 

2 et 4 jours, puis 0,02 à 0,03 mg par jour entre 4 et 7 jours de développement. La masse sèche 

de KO8-2 badh augmente de 0,02 mg par jour entre 2 et 4 jours, puis 0,04 mg par jour entre 4 

et 7 jours (Figure 31 B). La vitesse d’accumulation de matière sèche est donc deux fois plus 

élevée chez KO8-2 badh par rapport à celle de Col-0, KO8-2 et badh. 
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Figure 31 : Variation de la masse fraîche (A), de la masse sèche (B) et du rapport masse 

sèche/masse fraîche (C) de la plantule à 2 jours, 4 jours et 7 jours après germination chez Col-

0, KO8-2, badh et KO8-2 badh (lignée 49). Sur les portions de courbes de la masse sèche sont 

indiqués les coefficients de variation. Les valeurs représentent la moyenne ± écart-type des 

résultats de 3 expérimentations biologiquement indépendantes. Les astérisques indiquent la 

significativité des différences entre les mutants et Col-0 en utilisant le test de Student (test T). 

Les seuils de significativité sont définis par la valeur de P avec * pour P < 0,05 ; ** pour P < 

0,01 ; *** pour P < 0,001 et **** pour P < 0,0001. 
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Durant les deux premiers jours de développement, la teneur en matière sèche de Col-0, KO8-2 

et badh varie de 13 % à 7 % de la masse fraiche environ. Celle du double mutant varie de 11,4 

% à 5,9 % (Figure 31 C), soit un pourcentage de masse sèche inférieur et donc une teneur en 

eau supérieure. Dans les plantules âgées de 7 jours, la teneur en masse sèche est de 5,3 % à     

5,7 % chez Col-0, KO8-2 et badh, et de 6,3 % chez KO8-2 badh. Le pourcentage de matière 

sèche est significativement supérieur chez KO8-2 badh, et la teneur en eau est donc inférieure. 

Ainsi, le double mutant KO8-2 badh accumule de l’eau plus rapidement que les autres 

génotypes jusqu’à 4 jours de développement, puis accumule ensuite de la matière sèche 

plus rapidement. 

e. Analyse des acides gras et des lipides dans les graines et les 

plantules 

i. Dosage des acides gras totaux 

Les acides gras totaux ont été extraits et quantifiés par GC-FID dans les graines et les plantules 

Col-0, KO8-2, badh et KO8-2 badh âgées de 2, 4 et 7 jours. Concernant le double mutant, les 

lignées 18 et 49 ont été analysées. Les résultats de ces deux lignées sont identiques et sont 

présentés ensemble. La quantité totale d’acides gras est de 10 µg par graine environ chez Col-

0, KO8-2 et badh. Elle est de 13,4 µg par graine chez KO8-2 badh (Figure 32 A), soit une 

quantité d’acides gras 34 % supérieure. Cette différence de masse totale est surtout expliquée 

par une quantité supérieure de C18:2 et de C20:1 (Figure 32 A).  

La teneur des acides gras par rapport à la matière sèche dans les graines de Col-0, KO8-2 et 

badh est de 450 à 519 µg par mg de matière sèche. Elle est de 340 µg par mg de matière sèche 

chez KO8-2 badh, soit une teneur environ 30 % inférieure (Figure 32 B). Tous les acides gras 

sont affectés de la même manière. La quantité d’acides gras totaux dans les graines de KO8-

2 badh est donc significativement supérieure à celle de Col-0, KO8-2 et badh. En revanche, 

la teneur en acides gras par rapport à la matière sèche est plus faible. Concernant la 

composition, une différence significative est observée sur deux acides gras. Le C18:1 représente 

21 % des acides gras totaux chez Col-0, KO8-2 et badh et 16 % des acides gras totaux chez 

KO8-2 badh. Le C20:1 représente 20 % des acides gras totaux de Col-0, KO8-2 et badh, contre 

23 % de ceux de KO8-2 badh (Figure 32 C). En revanche le pourcentage en C18:2 dans les 

graines est comparable entre les génotypes ( 26 à 28 %). Ainsi, proportionnellement, les graines 

de KO8-2 badh sont appauvries en C18:1 et enrichies en C20:1.  
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Figure 32 : Quantité d’acides gras totaux par graine mature et quantités des différents acides 

gras par graine (A), teneur en acides gras par mg de matière sèche (MS) dans les graines et 

teneurs des différents acides gras (B) et composition en acides gras dans les graines (C), chez 

Col-0, KO8-2, badh et KO8-2 badh (lignées 18 et 49 présentées ensemble). Les valeurs 

représentent la moyenne ± écart-type des résultats de 3 expérimentations biologiquement 

indépendantes. Les astérisques indiquent la significativité des différences entre les mutants et 

Col-0 en utilisant le test de Student (test T). Les seuils de significativité sont définis par la 

valeur de P avec * pour P < 0,05 ; ** pour P < 0,01 ; *** pour P < 0,001 et **** pour P < 

0,0001.  

Les plantules âgées de 2 jours contiennent entre 13 et 15 µg d’acides gras par plantule. Cette 

teneur ne diffère pas significativement entre les quatre génotypes (Figure 33 A). La teneur en 
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acides gras dans les plantules est de 530 à 580 µg par mg de matière sèche pour Col-0, KO8-2 

et badh. Chez KO8-2 badh, elle est de 310 µg par mg de matière sèche (Figure 33 B), soit une 

teneur significativement inférieure de 40 %. Tous les acides gras affectés de la même manière. 

La composition en acides gras est identique entre les quatre génotypes. Les acides gras les plus 

présents sont le C18:2 (25 à 26 %), le C20:1 (20 à 21 %), et le C18:3 (19 à 21 %) (Figure 33 

C). Ainsi, la quantité totale d’acides gras dans les plantules de deux jours est identique 

entre les 4 génotypes, mais la teneur par rapport à la matière sèche est significativement 

réduite de 40 % chez KO8-2 badh.  

De la même manière, chez les plantules âgées de 4 jours et de 7 jours, la quantité totale d’acides 

gras par plantule est comparable. En revanche, la teneur en acides gras dans les tissus des 

plantules est significativement inférieure chez KO8-2 badh (Figures 34 et 35). Ainsi, la quantité 

totale d’acides gras par graine est supérieure chez KO8-2 badh. Ensuite, durant la première 

semaine de développement, la quantité totale d’acides gras par plantule est identique chez 

Col-0, KO8-2, badh et KO8-2 badh (Figure 36 A). En revanche, la teneur en acides gras par 

rapport à la matière sèche est réduite de 30 % à 40 % dans les plantules de KO8-2 badh 

(Figure 36 B). 
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Figure 33 : Quantité d’acides gras totaux par plantule âgée de 2 jours et quantités des différents 

acides gras par plantule (A), teneur en acides gras par mg de matière sèche (MS) dans les 

plantules de 2 jours et quantités des différents acides gras (B) et composition en acides gras 

dans les plantules de 2 jours (C), chez Col-0, KO8-2, badh et KO8-2 badh (lignée 49). Les 

valeurs représentent la moyenne ± écart-type des résultats de 3 expérimentations 

biologiquement indépendantes. Les astérisques indiquent la significativité des différences entre 

les mutants et Col-0 en utilisant le test de Student (test T). Les seuils de significativité sont 

définis par la valeur de P avec * pour P < 0,05 ; ** pour P < 0,01 ; *** pour P < 0,001 et **** 

pour P < 0,0001. 
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Figure 34 : Quantité d’acides gras totaux par plantule âgée de 4 jours et quantités des différents 

acides gras par plantule (A), teneur en acides gras par mg de matière sèche (MS) dans les 

plantules de 4 jours et quantités des différents acides gras (B) et composition en acides gras 

dans les plantules de 4 jours (C), chez Col-0, KO8-2, badh et KO8-2 badh (lignée 49). Les 

valeurs représentent la moyenne ± écart-type des résultats de 3 expérimentations 

biologiquement indépendantes. Les astérisques indiquent la significativité des différences entre 

les mutants et Col-0 en utilisant le test de Student (test T). Les seuils de significativité sont 

définis par la valeur de P avec * pour P < 0,05 ; ** pour P < 0,01 ; *** pour P < 0,001 et **** 

pour P < 0,0001. 

0

5

10

15

20

25

30
A

ci
d

es
 g

ra
s 

(µ
g 

p
la

n
tu

le
-1

)

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

A
ci

d
es

 g
ra

s 
(µ

g 
p

la
n

tu
le

-1
)

Col-0

KO8-2

badh

KO8-2 badh 49

0
50

100
150
200
250
300
350
400
450
500

A
ci

d
es

 g
ra

s 
(µ

g 
m

g-1
M

S)

0

20

40

60

80

100

120

140

A
ci

d
es

 g
ra

s 
(µ

g 
m

g-1
M

S)

Col-0

KO8-2

badh

KO8-2 badh 49

0,0%

5,0%

10,0%

15,0%

20,0%

25,0%

30,0%

35,0%

40,0%

C16:0 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C20:1 C20:2 C22

P
o

u
rc

en
ta

ge Col-0

KO8-2

badh

KO8-2 badh 49

* 

B 

A 

C 



114 
 

 

Figure 35 : Quantité d’acides gras totaux par plantule âgée de 7 jours et quantités des différents 

acides gras par plantule (A), teneur en acides gras par mg de matière sèche (MS) dans les 

plantules de 7 jours et quantités des différents acides gras (B) et composition en acides gras 

dans les plantules de 7 jours (C), chez Col-0, KO8-2, badh et KO8-2 badh (lignée 49). Les 

valeurs représentent la moyenne ± écart-type des résultats de 3 expérimentations 

biologiquement indépendantes. Les astérisques indiquent la significativité des différences entre 

les mutants et Col-0 en utilisant le test de Student (test T). Les seuils de significativité sont 

définis par la valeur de P avec * pour P < 0,05 ; ** pour P < 0,01 ; *** pour P < 0,001 et **** 

pour P < 0,0001. 
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Figure 36 : Variation de la quantité d’acides gras totaux par plantule (A) ou par mg de masse 

sèche (B) au cours du développement précoce de Col-0, KO8-2, badh et KO8-2 badh. Les 

astérisques indiquent la significativité des différences entre les mutants et Col-0 en utilisant le 

test de Student (test T). Les valeurs représentent la moyenne ± écart-type des résultats de 3 

expérimentations biologiquement indépendantes. Les seuils de significativité sont définis par 

la valeur de P avec * pour P < 0,05 ; ** pour P < 0,01 ; *** pour P < 0,001 et **** pour P < 

0,0001. 
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ii. Dosage de l’eicosénoate 

L’eicosénoate (C20:1), marqueur des TAG, a été dosé au cours du développement des plantules 

de manière à estimer la vitesse de consommation des lipides de réserve. Les graines et les 

plantules Col-0, KO8-2 et badh âgées de 2 jours contiennent un stock initial de 2 à 2,7 µg 

d’eicosénoate par plantule (Figure 37 A et B). Celles de KO8-2 badh en contiennent environ 

3,2 µg, soit une quantité 60 % supérieure dans les graines et 20 % supérieure dans les plantules. 

Les graines et les plantules de 2 jours contiennent 100 µg d’eicosénoate par mg de matière 

sèche environ chez Col-0, KO8-2 et badh et de 77 µg par mg de matière sèche chez KO8-2 

badh (Figure 37 A et B), soit une teneur réduite de 25 % environ par rapport aux trois autres 

génotypes. Ainsi, les graines et les plantules KO8-2 badh âgées de 2 jours de contiennent 

une quantité totale d’eicosénoate dans les graines est 60 % supérieure. Le stock de lipides 

de réserve dans les graines est donc plus important chez KO8-2 badh. En revanche, la teneur 

en eicosénoate par rapport à la matière sèche est inférieure aux autres génotypes.  

Dans les plantules âgées de 4 et 7 jours, la diminution de la quantité de C20:1 traduit une 

consommation du stock de lipides de réserve. Les plantules Col-0, KO8-2, badh et KO8-2 badh 

âgées de 4 jours contiennent une quantité comparable d’eicosénoate, soit environ 0,33 µg par 

plantule (Figure 37 C). Les plantules âgées de 7 jours contiennent 0,19 µg d’eicosénoate par 

plantule chez Col-0, KO8-2 et badh, et 0,14 µg par plantule chez KO8-2 badh (Figure 37 D). 

La quantité d’eicosénoate est donc significativement réduite de 25 % chez KO8-2 badh. Ainsi, 

dans les plantules âgées de 4 à 7 jours, le stock d’eicosénoate par plantule devient 

comparable, puis significativement inférieur chez KO8-badh par rapport aux trois autres 

génotypes. Tout au long du développement précoce, la teneur par rapport à la matière sèche 

est significativement inférieure chez KO8-2 badh. 

Le stock d’eicosénoate est essentiellement consommé entre 2 jours et 4 jours à une vitesse 

moyenne de 1,2 µg par jour chez Col-0, KO8-2 et badh, et 1,5 µg par jour chez KO8-2 badh 

(Figure 38 A). La vitesse de consommation du stock d’eicosénoate est donc supérieure de           

25 % chez ce dernier. Ainsi, durant la première semaine de développement, la quantité totale 

de lipides de réserves chez KO8-2 badh est plus élevée dans les graines et les plantules de 

2 jours. Ce stock initial est ensuite consommé plus rapidement durant le développement 

précoce. Tout au long du développement précoce, la teneur en eicosénoate par rapport à la 

matière sèche chez KO8-2 badh est inférieure de 40 % à 60 % par rapport à Col-0, KO8-2 et 

badh (Figure 38 B). 
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Figure 37 : Quantité d’eicosénoate (C20:1) par graine ou par plantule et teneur en eicosénoate 

par rapport à la masse de matière sèche dans les graines (A) et les plantules âgées de 2 jours 

(B), 4 jours (C) et 7 jours (D). Les valeurs représentent la moyenne ± écart-type des résultats 

de 3 expérimentations biologiquement indépendantes. Les astérisques indiquent la 

significativité des différences entre les mutants et Col-0 en utilisant le test de Student (test T). 

Les seuils de significativité sont définis par la valeur de P avec * pour P < 0,05 ; ** pour P < 

0,01 ; *** pour P < 0,001 et **** pour P < 0,0001. 
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Figure 38 : Evolution de la teneur en eicosénoate par plantule (A) et par mg de matière sèche 

(B) au cours du développement précoce. Les valeurs de vitesse de consommation de 

l’eicosénoate entre 2 et 4 jours de développement (en µg jour-1) sont indiquées sur la courbe. 

Les valeurs représentent la moyenne ± écart-type des résultats de 3 expérimentations 

biologiquement indépendantes. Les astérisques indiquent la significativité des différences entre 

les mutants et Col-0 en utilisant le test de Student (test T). Les seuils de significativité sont 

définis par la valeur de P avec * pour P < 0,05 ; ** pour P < 0,01 ; *** pour P < 0,001 et **** 

pour P < 0,0001. 

iii. Dosage de l’hexadécatrienoate 

L’hexadécatrienoate (C16:3), marqueur des lipides membranaires, a été dosé de manière à 

estimer sa vitesse de synthèse. Dans les plantules de 2 jours, la quantité totale 

d’hexadécatrienoate est de 3,6 à 5 ng chez Col-0, KO8-2 et badh, qui ne diffèrent pas 

significativement entre eux. Elle est de 9 ng chez KO8-2 badh (Figure 39 A), soit environ le 

double. La teneur en hexadécatrienoate par rapport à la matière sèche est entre 0,16 à 0,18 µg 
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par mg de matière sèche chez Col-0, KO8-2 et badh. Elle est de 0,22 µg par mg de matière 

sèche chez KO8-2 badh (Figure 39 A), soit une teneur par rapport à la matière sèche 

significativement supérieure de 37 %. De la même manière, après 4 jours de développement, 

KO8-2-badh comporte également une quantité significativement supérieure (0,1 µg par 

plantule, contre 0,04 pour les autres génotypes, soit environ le double), et une teneur par rapport 

à la matière sèche significativement supérieure (Figure 39 B). Ainsi, chez les jeunes plantules, 

la quantité d’hexadécatrienoate par plantule et la teneur par rapport à la matière sèche 

sont significativement supérieures chez KO8-2 badh. La synthèse de lipides membranaires 

chez KO8-2 badh est donc plus élevée que chez les trois autres génotypes durant les                  

4 premiers jours du développement précoce. 

Après 7 jours de développement, les plantules de Col-0, KO8-2, badh et KO8-2 badh 

contiennent entre 1,1 et 1,7 µg d’hexadécatrienoate par plantule (Figure 39 C), et ne diffèrent 

pas significativement. Les plantules de Col-0, KO8-2 et badh contiennent de 9 à 13 µg 

d’hexadécatrienoate par mg de matière sèche. Celles de KO8-2 badh en contiennent 8 µg par 

mg de matière sèche. Dans les plantules de 7 jours, la teneur en hexadécatrienoate par rapport 

à la matière sèche est donc significativement réduite de 24 % chez KO8-2 badh par rapport à 

Col-0 (Figure 39 C). Ainsi, après 7 jours de développement, la quantité 

d’hexadécatrienoate par plantule est comparable entre les génotypes, mais chez KO8-2 

badh la teneur par rapport à la matière sèche devient inférieure à celle de Col-0, KO8-2 et 

badh (Figure 39 D). 

Ainsi, de manière générale, les plantules de KO8-2 badh accumulent une quantité 

d’hexadécatrienoate plus importante entre 2 et 4 jours de développement, et la différence 

s’estompe entre 4 et 7 jours de développement (Figure 40 A et B). 
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Figure 39 : Quantité d’hexadécatriénoate (C16 :3) par plantule et teneur en hexadécatrienoate 

par rapport à la matière sèche dans les plantules âgées de 2 jours (A), 4 jours (B) et 7 jours (C). 

Les valeurs représentent la moyenne ± écart-type des résultats de 3 expérimentations 

biologiquement indépendantes. Les astérisques indiquent la significativité des différences entre 

les mutants et Col-0 en utilisant le test de Student (test T). Les seuils de significativité sont 

définis par la valeur de P avec * pour P < 0,05 ; ** pour P < 0,01 ; *** pour P < 0,001 et **** 

pour P < 0,0001. 

0

0,002

0,004

0,006

0,008

0,01

0,012

Col-0 KO8-2 badh KO8-2
badh 49

C
1

6
:3

 (
µ

g 
p

la
n

tu
le

-1
)

Plantules de 2 jours

0

0,05

0,1

0,15

0,2

0,25

0,3

Col-0 KO8-2 badh KO8-2
badh 49

C
1

6
:3

 (
µ

g 
m

g-1
M

S)

Plantules de 2 jours

0

0,02

0,04

0,06

0,08

0,1

0,12

0,14

Col-0 KO8-2 badh KO8-2
badh 49

C
1

6
:3

 (
µ

g 
p

la
n

tu
le

-1
)

Plantules de 4 jours

0
0,2
0,4
0,6
0,8

1
1,2
1,4
1,6
1,8

Col-0 KO8-2 badh KO8-2
badh 49

C
1

6
:3

 (
µ

g 
m

g-1
M

S)

Plantules de 4 jours

0

0,5

1

1,5

2

2,5

Col-0 KO8-2 badh KO8-2
badh

49

C
1

6
:3

 (
µ

g 
p

la
n

tu
le

-1
)

Plantules de 7 jours

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

Col-0 KO8-2 badh KO8-2
badh 49

C
1

6
:3

 (
µ

g 
m

g-1
M

S)

Plantules de 7 jours

* *** 

** 

C 

B 

*** 

A 

** 



121 
 

 

Figure 40 : Evolution de la teneur en hexadécatriénoate par mg de masse sèche (A) et par 

plantule (B) au cours du développement précoce. Les valeurs représentent la moyenne ± écart-

type des résultats de 3 expérimentations biologiquement indépendantes. Les astérisques 

indiquent la significativité des différences entre les mutants et Col-0 en utilisant le test de 

Student (test T). Les seuils de significativité sont définis par la valeur de P avec * pour P < 

0,05 ; ** pour P < 0,01 ; *** pour P < 0,001 et **** pour P < 0,0001. 
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Les dosages révèlent que les quantités de lipides totaux, de lipides membranaires et de 

diacylglycérols (DAG) par plantule ne diffèrent pas significativement entre les quatre 

génotypes. En revanche, la quantité de TAG dans les plantules de badh et KO8-2 badh est 

significativement réduite de 60 % (Figure 41 A), en cohérence avec la teneur réduite en 

eicosénoate.  

La composition des lipides totaux varie significativement entre les génotypes. Ainsi, chez Col-

0 et KO8-2, les TAG représentent respectivement 50 et 44 % (mol/mol) des lipides totaux. Chez 

badh et KO8-2 badh, ces proportions sont de 27 % et 26 %, respectivement, soit une réduction 

de 50 % par rapport à Col-0.  

Chez Col-0 et KO8-2, 44 et 50 %, respectivement, des lipides totaux sont des lipides 

membranaires (Figure 41 B). Chez badh et KO8-2 badh, ces proportions sont de 67 % et 64 %, 

respectivement, soit une teneur 25 % supérieure environ. La teneur en DAG dans les plantules 

est elle aussi plus élevée chez KO8-2 badh (10 % des lipides totaux) que chez les autres 

génotypes (5 à 6 % des lipides totaux). Ainsi, comme suggéré par les dosages d’acides gras, les 

plantules âgées de 4 jours des mutants badh et KO8-2 badh sont proportionnellement 

enrichies en lipides membranaires et appauvries en TAG par rapport à Col-0 et KO8-2.  
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Figure 41 : Quantité totale (A), teneur relative à la masse de matière sèche (B) de lipides totaux, 

de lipides membranaires, de DAG et de TAG, et composition des lipides totaux (C) dans les 

plantules âgées de 4 jours de Col-0, KO8-2, badh et KO8-2 badh. Les résultats sont présentés 

en pourcentages des lipides totaux chez Col-0. Les valeurs représentent la moyenne ± écart-

type des résultats de 4 expérimentations biologiquement indépendantes. Les astérisques 

indiquent la significativité des différences entre les mutants et Col-0 en utilisant le test de 

Student (test T). Les seuils de significativité sont définis par la valeur de P avec * pour P < 

0,05 ; ** pour P < 0,01 ; *** pour P < 0,001 et **** pour P < 0,0001. 
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Tableau 14 : Principales caractéristiques du double mutant KO8-2 badh par rapport à Col-0 

concernant le développement précoce. 

 Phénotype de KO8-2 badh 

Masse de la graine 86 % supérieure 

Réserves d’acides gras dans les graines 34 % supérieure 

Réserve d’eicosénoate dans les graines 60 % supérieure 

Développement précoce Emergence plus rapide des cotylédons et 

des deux premières paires de feuilles 

Masse de la plantule durant la première 

semaine de développement 

30 % à 40 % supérieure 

Consommation des lipides de réserves 25 % plus rapide 

Vitesse d’accumulation de masse sèche 100 % plus rapide 

Synthèse de lipides membranaires 100 % plus élevée à 2 et 4 jours 

Quantité de lipides dans les plantules Comparable 

Composition lipidique des plantules de 4 

jours 

Proportionnellement enrichies en lipides 

membranaires et appauvries en TAG 

Les graines et les plantules du double mutant KO8-2 badh sont significativement plus lourdes 

et accumulent plus de matière sèche que celles de Col-0. Cette masse sèche plus élevée n’est 

pas expliquée par une quantité plus élevée de lipides dans les plantules. L’évolution de la masse 

de protéines et d’amidon dans les graines et les plantules a été donc étudiée, afin de d’expliquer 

la différence de masse sèche entre KO8-2 badh et les autres génotypes. 

a. Dosage de l’amidon dans les graines et les plantules 

La quantité d’amidon a été dosée dans les graines et les plantules Col-0, KO8-2, badh et KO8-

2 badh. Dans les graines et les plantules d’Arabidopsis, la teneur en amidon est très faible en 

comparaison des lipides et des protéines. Les quatre génotypes contiennent de 0,59 à 0,7 µg 

d’amidon par graine, sans différence significative (Figure 42 A). Ici encore, en raison de leur 

masse inférieure, les graines de Col-0, KO8-2 et badh contiennent de 27 à 30 µg d’amidon par 

mg de matière sèche tandis que celles de KO8-2 badh contiennent 16,8 µg par mg de matière 

sèche, soit une réduction de 44 %.  

Entre 2 et 7 jours de développement, la quantité d’amidon varie de 0,8 à 1,42 µg par plantule 

chez Col-0 et KO8-2. Chez badh, elle varie de 0,8 à 1,65 µg par plantule, mais la différence 
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n’est pas significative. Chez KO8-2 badh, la quantité d’amidon varie de 0,88 µg à 1,68 µg par 

graine (Figure 42 A), elle est donc significativement supérieure de 15 % environ aux autres 

génotypes. Ainsi, la quantité d’amidon dans les graines est comparable. Mais de 2 à 7 jours 

de développement, la quantité totale d’amidon par plantule de KO8-2 badh est 

significativement supérieure à celle de Col-0 et de KO8-2. 

 

 

 

Figure 42 : Variation de la quantité d’amidon (A) et de protéine (B) par plantule au cours du 

développement précoce d’Arabidopsis. Les valeurs représentent la moyenne ± écart-type des 

résultats de 3 expérimentations biologiquement indépendantes. Les astérisques indiquent la 

significativité des différences entre les mutants et Col-0 en utilisant le test de Student (test T). 

Les seuils de significativité sont définis par la valeur de P avec * pour P < 0,05 ; ** pour P < 

0,01 ; *** pour P < 0,001 et **** pour P < 0,0001. 

Ici encore, en raison de la masse supérieure des plantules de KO8-2 badh, la teneur en amidon 

par rapport à la matière sèche dans les plantules est inférieure chez le double mutant, variant 

de 21,3 à 8,4 µg par mg de matière sèche contre 30 à 11 µg par mg de matière sèche environ 

chez Col-0 et KO8-2 et badh, soit une teneur réduite de 20 à 30 %. 
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b. Dosage des protéines dans les graines et les plantules 

Les protéines solubles dans les graines et les plantules âgées de 2, 4 et 7 jours ont été extraites 

et quantifiées par dosage de Bradford (Bradford 1976). Col-0, KO8-2 et badh contiennent 9,6 

à 11,5 µg de protéines solubles par graine. Cette quantité ne diffère pas significativement entre 

ces trois génotypes. Le double mutant KO8-2 badh contient en moyenne 27,9 µg de protéines 

par graine (Figure 42 B). La quantité de protéines solubles par graine est donc 2,8 fois 

supérieure chez KO8-2 badh. De 2 à 7 jours de développement, la teneur en protéines 

solubles par mg de matière sèche est supérieure de 30 à42 % chez KO8-2 badh, variant de 

0,012 à 0,035 mg par plantule, contre 0,009 à 0,02 environ pour Col-0, KO8-2 et badh. 

c. Variation de la composition de la matière sèche au cours du 

développement précoce 

Les différences de teneurs en acides gras, en amidon et en protéines solubles entre KO8-2 badh 

et les autres génotypes expliquent en partie seulement la différence de masse sèche des 

plantules. Pour mieux comprendre les différences de masse sèche entre les génotypes, les 

quantités d’acides gras, d’amidon et de protéines solubles à chaque stade de développement 

sont présentées par rapport à la masse sèche totale (Figure 43). La différence entre la somme 

des trois et la masse sèche totale de la graine et de la plantule correspond à des molécules qui 

n’ont pas été dosées (notées autres composés). Ces composés incluent vraisemblablement des 

molécules variées telles que la cellulose, les protéines non solubles ou encore les acides 

nucléiques, notamment. 

Cette représentation met en évidence le fait que la différence de masse des graines est 

essentiellement expliquée par les protéines, qui représentent 60 % de la masse de la graine chez 

KO8-2 badh contre 50 % chez les autres génotypes (Figure 43 A). En revanche, chez les 

plantules âgées de 2 à 7 jours, la différence de masse sèche est essentiellement expliquée par 

l’accumulation plus rapide de ces autres composés dans la plantule chez KO8-2 badh par 

rapport aux autres génotypes. Ils représentent 30 % de la masse de la plantule à 2 et 4 jours, 

contre 10 à 20 % chez Col-0, KO8-2 et badh (Figure 43 B et C). La différence s’estompe à          

7 jours de développement. A ce stade, les autres composés représentent 65 % de la masse de 

matière sèche chez KO8-2 badh, et environ 60 % de la masse sèche chez les autres génotypes 

(Figure 43 D). Ainsi, l’accumulation de ces autres composés a lieu plus tôt chez KO8-2 badh 

que chez les autres génotypes. 
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Figure 43 : Evolution de la masse d’acides gras, amidon, protéines et autres composés dans les 

graines et les plantules âgées de 2, 4 et 7 jours. La somme des masses des composés représente 

la masse sèche de la plantule. Les astérisques indiquent la significativité des différences entre 

les mutants et Col-0 pour la masse sèche totale, en utilisant le test de Student (test T). Les seuils 

de significativité sont définis par la valeur de P avec * pour P < 0,05 ; ** pour P < 0,01 ; *** 

pour P < 0,001 et **** pour P < 0,0001. 

Ainsi, le double mutant KO8-2 badh contient dans ses graines une quantité d’amidon 

comparable, et une quantité de protéines et d’acides gras significativement plus élevée 

(Tableau 15). Les plantules contiennent une quantité d’amidon et de protéines 

significativement supérieures, mais la quantité d’acides gras est comparable. 
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Tableau 15 : Principales caractéristiques du double mutant KO8-2 badh par rapport à Col-0 

concernant la teneur en amidon et protéines dans les graines et les plantules. 

 Phénotype de KO8-2 badh 

Quantité de protéines dans les graines 280 % supérieure 

Quantité d’amidon dans les graines Comparable 

Quantité d’acides gras dans les graines 34 % supérieure 

Quantité de protéines dans les plantules âgées de 2 à 7 jours 30 à 40 % supérieure 

Quantité d’amidon dans les plantules 15 % supérieure 

Quantité d’autres composés dans les plantules 2 à 7 fois supérieure 

d. Mesure de l’activité des enzymes AtALDH10 dans les extraits 

protéiques 

Les AtALDH10 étant capables d’oxyder efficacement l’ABAL et le TMABAL (Chapitre A), 

l’impact de la perte de fonction pour ces enzymes sur la capacité de la plante à oxyder ces 

substrats a été analysé in vitro. Les protéines solubles totales des plantules de Col-0, KO8-2, 

badh et KO8-2 badh (lignée 49) âgées de 4 jours ont été extraites, et l’oxydation de l’ABAL et 

du TMABAL par les extraits protéiques a été mesurée. Chez KO8-2, badh et KO8-2 badh, 

l’oxydation de l’ABAL par les extraits protéiques est de réduite de 25 %, 20 % et 33 %, 

respectivement, par rapport à celle de l’extrait protéique de Col-0, (Figure 44 A). Ainsi, la 

capacité d’oxydation de l’ABAL est significativement réduite chez les trois mutants, KO8-

2 badh étant le mutant le plus affecté. 

L’oxydation du TMABAL par les extraits protéiques de KO8-2, badh et KO8-2 badh est réduite 

de 70 %, 56 % et 86 %, respectivement, par rapport à celle de l’extrait protéique de Col-0 

(Figure 44 B). Ainsi, la capacité d’oxydation du TMABAL est significativement réduite 

chez les trois mutants, KO8-2 badh étant, là encore, le mutant le plus affecté. Une activité 

résiduelle d’oxydation de l’ABAL et du TMABAL subsiste chez KO8-2 badh. L’activité 

résiduelle avec le TMABAL est 5 fois plus faible par rapport à Col-0 que l’activité résiduelle 

avec l’ABAL. 
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Figure 44 : Activité des extraits protéiques de plantules de Col-0, KO8-2, badh et KO8-2 badh 

âgées de 7 jours sur deux substrats des AtALDH10 : l’ABAL (A) et le TMABAL (B). Les 

activités sont exprimées en pourcentage du sauvage. Les valeurs représentent la moyenne ± 

écart-type des résultats de 3 expérimentations biologiquement indépendantes. Les astérisques 

indiquent la significativité des différences entre les mutants et Col-0 en utilisant le test de 

Student (test T). Les seuils de significativité sont définis par la valeur de P avec * pour P < 

0,05 ; ** pour P < 0,01 ; *** pour P < 0,001 et **** pour P < 0,0001. 

e. Dosage du GABA, de la γ-butyrobétaïne et de la carnitine  

La capacité réduite des mutants KO8-2, badh et KO8-2 badh à oxyder l’ABAL et le TMABAL 

suggère que la synthèse de GABA et de γ-butyrobétaïne pourrait être affectée chez ces mutants. 

La γ-butyrobétaïne étant un précurseur possible de la carnitine chez les plantes (Rippa et al. 

2012), la capacité des mutants à synthétiser la carnitine pourrait être elle aussi affectée. Le 

GABA, la γ-butyrobétaïne et la carnitine ont donc été quantifiés par LC-ESI-MS/MS dans les 

plantules âgées de 11 jours, et dans les feuilles caulinaires de plantes âgées de 5 semaines, chez 

les quatre génotypes.  

Le GABA et la carnitine sont deux molécules pouvant intervenir dans la résistance au stress 

salin chez les plantes (Shelp et al. 1999; Kinnersley and Turano 2000; Charrier et al. 2012). Or 

le double mutant KO8-2 badh montre une sensibilité accrue au stress salin. Il pourrait donc être 

affecté dans la production d’osmolytes en réponse au stress salin. Pour vérifier cette hypothèse, 

les teneurs en GABA, γ-butyrobétaïne et carnitine ont donc aussi été mesurées dans les 

plantules ayant été cultivées en conditions de stress salin. Dans un premier temps, les plantules 

ont été cultivées durant 7 jours sur milieu Murashige & Skoog avec agar, et dans un deuxième 

temps durant 4 jours sur le même milieu contenant 50 mM NaCl. Le GABA, la γ-butyrobétaïne 
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et la carnitine ont également été dosés les feuilles de plantes âgées de 5 semaines ayant subi 

durant une semaine un arrosage avec 150 mM de NaCl. 

i. Dosage du GABA  

La teneur en GABA dans les plantules de Col-0, KO8-2, badh et KO8-2 badh varie de 0,35 à 

0,48 ng par mg de matière sèche (Figure 45 A), et ne diffère pas significativement. Dans les 

feuilles caulinaires de Col-0, KO8-2, badh et KO8-2 badh, la teneur en GABA dans les feuilles 

est de l’ordre de 0,93 à 1,22 ng par mg de matière sèche, et ne diffère pas non plus 

significativement (Figure 45 B). Ainsi, la teneur en GABA dans les plantules et dans les 

feuilles caulinaires est comparable entre les quatre génotypes.  

Dans les plantules cultivées en conditions de stress salin, la teneur en GABA est comparable à 

celle des plantes cultivées en conditions normales. Celle de Col-0 est de 0,30 ng par mg de 

matière sèche. Celle des mutants KO8-2 et badh est de 0,22 ng par mg de matière sèche, et celle 

de KO8-2 badh est de 0,16 ng par mg de matière sèche (Figure 45 C). Les différences entre les 

génotypes ne sont pas significatives. 

Les feuilles caulinaires de Col-0 ayant subi un stress salin comportent en moyenne 30 µg de 

GABA par mg de matière sèche, soit une teneur 30 fois supérieure à celle des feuilles de Col-0 

cultivées en conditions normales. Celles de KO8-2 en contiennent 25 µg par mg de matière 

sèche, soit une teneur 25 fois supérieure à celle des feuilles cultivées en conditions normales. 

badh et KO8-2 badh en comportent 15 µg par mg de matière sèche (Figure 45 D), soit une 

teneur 15 fois supérieure à celle des feuilles cultivées en conditions normales. Bien que les 

résultats obtenus ici suggèrent une tendance de badh et KO8-2 badh à accumuler moins de 

GABA que Col-0 et KO8-2, les différences ne sont pas significatives.  

Ainsi, dans nos conditions de culture, le stress salin entraîne une accumulation du GABA 

dans les feuilles caulinaires, mais pas dans les plantules. La capacité des quatre génotypes 

à accumuler le GABA dans les feuilles en réponse au stress est comparable. 
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Figure 45 : Teneur en GABA dans les plantules de 11 jours (A) et les feuilles caulinaires de 

plantes âgées de 5 semaines (B) de Col-0 et des mutants KO8-2, badh et KO8-2 badh (lignée 

49) cultivées en conditions normales. Teneur en GABA dans les plantules de 11 jours (C) et les 

feuilles caulinaires de plantes âgées de 5 semaines (D) de Col-0 et des mutants KO8-2, badh et 

KO8-2 badh (lignée 49) cultivées en conditions de stress salin. Les valeurs représentent la 

moyenne ± écart-type des résultats de 3 expérimentations biologiquement indépendantes. Les 

astérisques indiquent la significativité des différences entre les mutants et Col-0 en utilisant le 

test de Student (test T). Les seuils de significativité sont définis par la valeur de P avec * pour 

P < 0,05 ; ** pour P < 0,01 ; *** pour P < 0,001 et **** pour P < 0,0001. 
  

ii. Dosage de la γ-butyrobétaïne  

Au contraire, concernant la teneur en γ-butyrobétaïne, des teneurs différentes entre les 

génotypes ont été mesurées. Dans les plantules de 11 jours, la teneur en γ-butyrobétaïne est de 

31 ng par mg de matière sèche chez Col-0. Celle des mutants KO8-2 et badh est de 23,5 et 24,2 
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ng par mg de matière sèche en moyenne (Figure 46 A), mais ne diffère pas significativement 

par rapport à Col-0. La teneur en γ-butyrobétaïne dans les plantules de KO8-2 badh est de          

8,7 ng par mg de matière sèche, soit une réduction très importante de 73 % par rapport à la 

teneur de Col-0 en conditions normales.  

Concernant les feuilles caulinaires, Col-0 contient 4,35 ng de γ-butyrobétaïne par mg de matière 

sèche. Les simples mutants KO8-2 et badh contiennent en moyenne 2,00 ng de γ-butyrobétaïne 

par mg de matière sèche (Figure 46 B), soit une réduction de 55 % par rapport à Col-0. KO8-2 

badh contient 0,56 ng de γ-butyrobétaïne par mg de matière sèche, soit une réduction de 87 % 

par rapport à Col-0 et de 75 % par rapport à KO8-2 et badh. La teneur en γ-butyrobétaïne est 

plus importante dans les plantules que dans les feuilles caulinaires, d’un facteur 10 environ. 

Ainsi, dans les plantules comme dans les feuilles caulinaires, la teneur en γ-butyrobétaïne 

est significativement réduite chez KO8-2 badh par rapport à Col-0, KO8-2 et badh. Chez 

les simples mutants KO8-2 et badh, la teneur en γ-butyrobétaïne est significativement 

réduite par rapport à Col-0 dans les feuilles caulinaires, mais pas dans les plantules.  

Dans les plantules cultivées en conditions de stress salin, la teneur en γ-butyrobétaïne est de      

8,2 ng par mg de matière sèche chez Col-0. Celle des mutants KO8-2, badh et KO8-2 badh est 

de respectivement 5,1 ; 4,8 et 3,5 ng par mg de matière sèche (Figure 46 C). La teneur en γ-

butyrobétaïne est donc inférieure à celle des plantes cultivées en conditions normales. Elle 

est plus importante dans les plantules que dans les feuilles caulinaires, quelles que soient 

les conditions. Elle est divisée par 4 chez Col-0 et par 2 chez KO8-2 badh. Les différences 

entre les génotypes ne sont pas significatives. 
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Figure 46 : Teneur en γ-butyrobétaïne dans les plantules âgées de 11 jours (A) et dans les 

feuilles caulinaires de plantes âgées de 5 semaines (B) de Col-0 et des mutants KO8-2, badh et 

KO8-2 badh (lignée 49) cultivées en conditions normales. Teneur en γ-butyrobétaïne dans les 

plantules de 11 jours (C) et dans les feuilles caulinaires de plantes âgées de 5 semaines (D) de 

Col-0 et des mutants KO8-2, badh et KO8-2 badh (lignée 49) cultivées en conditions de stress 

salin. Les valeurs représentent la moyenne ± écart-type des résultats de 3 expérimentations 

biologiquement indépendantes. Les astérisques indiquent la significativité des différences entre 

les mutants et Col-0 en utilisant le test de Student (test T). Les seuils de significativité sont 

définis par la valeur de P avec * pour P < 0,05 ; ** pour P < 0,01 ; *** pour P < 0,001 et **** 

pour P < 0,0001. 

 

Dans les feuilles caulinaires, la teneur en γ-butyrobétaïne chez Col-0 est de 1,8 ng par mg de 

matière sèche en conditions de stress salin (Figure 46 D), soit une réduction de 60 % par rapport 
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mg de matière sèche, soit réduite de 44 % par rapport aux conditions normales. Cela correspond 

également à une réduction 33 % par rapport à celle de Col-0. Chez badh, la teneur en γ-

butyrobétaïne est de 1,5 ng mg-1, comparable à celle en conditions normales. Chez KO8-2 badh, 

la teneur en γ-butyrobétaïne est de 0,66 ng par mg de matière sèche en conditions de stress salin, 

soit une réduction de 91 % par rapport aux plantules cultivées en conditions normales. La teneur 

en γ-butyrobétaïne est également réduite de 63 % par rapport à Col-0. Ainsi, en conditions de 

stress salin, la teneur en γ-butyrobétaïne dans les plantules comme dans les feuilles 

caulinaires, est réduite par rapport aux conditions normales. De plus, la teneur en γ-

butyrobétaïne dans des feuilles caulinaires de KO8-2 et de KO8-2 badh est inférieure à 

celle de Col-0.  

iii. Dosage de la carnitine 

La teneur en carnitine dans les plantules de Col-0 est de 3 pg par mg de matière sèche en 

moyenne. Celle des mutants KO8-2 et KO8-2 badh est entre 1,5 et 3 pg par mg de matière sèche 

(Figure 47 A). Les différences ne sont pas significatives. Les feuilles de Col-0, KO8-2, badh et 

KO8-2 badh contiennent toutes 50 pg de carnitine par mg de matière sèche (Figure 47 B). Dans 

les plantules comme dans les feuilles caulinaires, la teneur en carnitine est donc 

comparable chez les quatre génotypes. Elle est très inférieure à la teneur en γ-

butyrobétaïne, d’un facteur 10 000 pour les plantules, et 100 pour les feuilles caulinaires. 

Dans les plantules ayant subi un stress salin, la teneur en carnitine est de 31 pg par mg de 

matière sèche chez Col-0 (Figure 47 C), soit près de 10 fois supérieure à celle dans les plantules 

cultivées en conditions normales. Celle des mutants KO8-2, badh et KO8-2 badh est entre 15 

et 20 pg par mg de matière sèche, soit comparable à celles des plantules cultivées en conditions 

normales. Dans les plantules comme dans les feuilles caulinaires, les différences entre les 

génotypes ne sont pas significatives.  

La teneur en carnitine dans les feuilles de plantes ayant subi un stress salin est de 75 pg par mg 

de matière sèche chez Col-0, KO8-2, badh et KO8-2 badh (Figure 47 D), soit une augmentation 

de 50 % par rapport aux conditions normales. Ainsi, la teneur en carnitine dans les feuilles 

caulinaires est plus importante que dans les plantules de 11 jours. Dans les plantules 

comme dans les feuilles, une accumulation de carnitine en réponse au stress salin est 

mesurée. Cette accumulation, comparable chez les quatre génotypes, est plus importante 

dans les plantules que dans les feuilles. 
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Figure 47 : Teneur en carnitine dans les plantules de 11 jours (A) et dans les feuilles caulinaires 

de plantes âgées de 5 semaines (B) de Col-0 et des mutants KO8-2, badh et KO8-2 badh (lignée 

49) cultivées en conditions normales. Teneur en carnitine dans les plantules de 11 jours (C) et 

dans les feuilles caulinaires de plantes âgées de 5 semaines (D) de Col-0 et des mutants KO8-

2, badh et KO8-2 badh (lignée 49) cultivées en conditions de stress salin. Les valeurs 

représentent la moyenne ± écart-type des résultats de 3 expérimentations biologiquement 

indépendantes. Les astérisques indiquent la significativité des différences entre les mutants et 

Col-0 en utilisant le test de Student (test T). Les seuils de significativité sont définis par la 

valeur de P avec * pour P < 0,05 ; ** pour P < 0,01 ; *** pour P < 0,001 et **** pour P < 

0,0001. 

 

En résumé, chez KO8-2 badh, la capacité d’oxydation de l’ABAL et du TMABAL est 

significativement réduite (Tableau 16). Cependant, KO8-2 badh n’est affecté ni dans sa 

teneur en GABA en conditions normales, ni dans l’accumulation de GABA en réponse à 

un stress salin. A l’inverse, la teneur en γ-butyrobétaïne dans les feuilles et les plantules 

est significativement réduite chez KO8-2 badh. La teneur en carnitine reste comparable 
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au sauvage en conditions normales et augmente de manière comparable en conditions de 

stress salin. 

Tableau 16 : Principales caractéristiques du double mutant KO8-2 badh par rapport à Col-0 

concernant l’activité des enzymes AtALDH10 et la teneur en métabolites dans les plantules de 

11 jours et les feuilles de plante âgée de 5 semaine, en conditions normales ou de stress salin. 

 Phénotypes de KO8-2 badh par rapport à Col-0 

 Conditions normales Conditions de stress salin 

Capacité 

d’oxydation de 

l’ABAL 

Réduite de 33 % Non mesurée 

Capacité 

d’oxydation du 

TMABAL 

Réduite de 86 % Non mesurée 

Teneur en GABA Comparable Comparable 

Teneur en γ-

butyrobétaïne 

Réduite de 73 % dans les plantules 

et de 90 % dans les feuilles 

caulinaires 

Réduite de 63 % dans les feuilles 

caulinaires et 87 % dans les plantules 

Teneur en carnitine Comparable Comparable 

 

3. Discussion et perspectives  

L’étude des mutants KO8-2, badh et KO8-2 badh montre que les mutations dans les gènes 

AtALDH10A8 et AtALDH10A9 ont des conséquences sur plusieurs processus physiologiques : 

la morphogenèse, le développement précoce, la résistance au stress osmotique, la synthèse de 

γ-butyrobétaïne, ainsi que la dégradation des aminoaldéhydes. 

a. La morphologie et le développement précoce 

Chez le double mutant KO8-2 badh, une réduction significative de la longueur des siliques est 

observée. Elle peut être associée à un nombre important de graines ne parvenant pas à maturité. 

En effet, chez les brassicacées, la longueur de la silique est corrélée au nombre de graines (Fu 

et al. 2015). Les graines non développées observées dans les siliques pourraient être des ovules 

non fécondés. Ils sont semblables à ceux observés chez le mutant feronia, affecté dans la 

croissance du tube pollinique (Huck et al. 2003). Il est également possible qu’il résulte d’un 

échec de maturation de la graine. Pour vérifier ces hypothèses, il serait intéressant d’étudier la 

croissance du tube pollinique chez KO8-2 badh. Un protocole consistant à couper le pistil après 
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pollinisation, à le déposer sur un milieu nutritif gélosé et à visualiser la croissance du tube 

pollinique dans le milieu (Dickinson et al. 2018) pourrait être envisagé. Une autre méthode, 

consistant à déposer autopolliniser la plante, puis déposer ensuite le pollen sur le même milieu 

et à suivre la croissance du tube pollinique directement dans le milieu (Dickinson et al. 2018) 

pourrait aussi être employée. Elle permettrait de confirmer ou non que KO8-2 badh est affecté 

dans la fécondation, et de déterminer si le problème de fécondation provient du pistil ou du 

pollen. 

Dans les deux cas, il est possible que la réduction du nombre de graines développées permette 

à la plante mère d’allouer plus de ressources aux graines qui parviennent à maturité. Cela 

pourrait expliquer le fait que les graines bien développées de KO8-2 badh sont 

significativement plus lourdes que celles de Col-0, KO8-2 et badh, et comportent une quantité 

accrue de réserves lipidiques et, surtout, de protéines. De plus, le dosage de l’eicosénoate 

indique que la quantité initiale de lipides de réserve est plus importante, et qu’elle est ensuite 

consommée plus rapidement durant le développement précoce de KO8-2 badh. Cela peut 

expliquer l’accumulation plus rapide de matière sèche chez les plantules, liée à une teneur plus 

élevée en protéines et une accumulation plus rapide d’autres composés, possiblement la 

cellulose, notamment. Elle est également liée à une synthèse accrue de lipides membranaires 

durant les 4 premiers jours de développement. La teneur en lipides dans les tissus décroît au 

cours de la première semaine après germination, notamment du fait de la consommation des 

TAG. Le développement plus rapide de KO8-2 badh et, dans une moindre mesure, de badh peut 

ainsi expliquer leur teneur en lipides par rapport à la matière sèche inférieure dans les tissus. 

Cela explique également que les plantules de badh et KO8-2 badh sont proportionnellement 

enrichies en lipides membranaires et appauvries en TAG. 

Ce résultat ne concorde pas avec les travaux publiés selon lesquels les plantules âgées de 7 jours 

du simple mutant badh contiendraient une quantité supérieure en acides gras totaux, due à la 

rétention de corps lipidiques ne subissant pas la β-oxydation (Cassin-Ross and Hu 2014). A 

l’inverse, les dosages réalisés ici suggèrent donc que ni badh ni KO8-2 badh ne sont affectés 

dans la β-oxydation. 

Le développement accéléré de KO8-2 badh, et, dans une moindre mesure, de badh, est cohérent 

avec une étude montrant que le développement précoce de la lignée d’Arabidopsis surexprimant 

les gènes AtALDH10A8 et AtALDH10A9 est ralenti par rapport à celui de Col-0 (Missihoun et 

al. 2015). Il est possible que cette lignée soit sujette à un excès de NADH, ce qui perturberait 

le métabolisme des sucres et des acides aminés, et retarderait la croissance (Missihoun et al. 
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2015). Un tel déséquilibre a été décrit dans le cas du double mutant Arabidopsis aldh3 aldh7, 

mais n’a été observé que dans les tissus adultes, et non dans les plantules (Missihoun et al. 

2018). A l’inverse, la perte d’activité de ces enzymes pourrait accroître la disponibilité du 

NAD+, ce qui favorise l’anabolisme et la croissance des plantes, renforcée par une quantité 

accrue réserves protéiques et lipidiques dans la graine. Ces résultats suggèrent donc que les 

AtALDH10 ont un lien direct ou indirect avec le contrôle du développement précoce.  

De plus, la morphologie de la plante adulte est altérée chez le double mutant KO8-2 badh. Le 

nombre plus important de hampes florales secondaires peut traduire une altération de la 

dominance apicale. La morphologie, la maturation de la graine et le développement 

précoce sont des processus physiologiques qui dépendent de l’action de phytohormones. Les 

AtALDH10 pourraient donc être liées aux voies de signalisation hormonales. Par exemple, les 

auxines, les cytokinines, l’acide abscissique ou encore les brassinostéroïdes interviennent dans 

la maturation de la graine, et notamment dans la régulation de sa taille. Ainsi, des siliques de 

taille réduites et des graines de volume et de masse supérieures à celles de Col-0 sont aussi 

observées chez le mutant mnt, déficient pour la protéine auxine response factor 2 (ARF2), 

impliquée dans la voie de signalisation de l’auxine (Schruff et al. 2005). La réduction du 

nombre de graines a été signalée chez les mutants aba2-1 et abi5, affectés dans la signalisation 

de l’acide abscissique (Cheng et al. 2014). Ces caractéristiques ont également été rapportées 

chez des mutants affectés dans la voie de signalisation des cytokinines. Ainsi, les mutants perte 

de fonction pour trois histidine kinases récepteurs aux cytokinines, sont eux aussi caractérisés 

par un nombre de graines par silique réduit, et des graines plus lourdes (Riefler et al. 2006). De 

plus, le mutant supershoot (sps), perte de fonction pour SPS, une cytochrome P450 impliquée 

dans la modulation de la signalisation aux cytokinines, est sujet, comme KO8-2 badh, à une 

importante augmentation du nombre de hampes florales (Tantikanjana et al. 2001). A l’inverse, 

les brassinostéroïdes régulent positivement la taille de la graine. Les graines du mutant 

brassinostéroïde déficient det-2 sont plus petites (Jiang et al. 2013). De plus, les 

brassinostéroïdes, en réprimant le facteur de transcription ARF2, ont un effet antagoniste aux 

auxines (Jiang et al. 2013). Enfin, une réduction de la taille des siliques, associée à une 

augmentation de la masse des graines, est également rapportée chez le mutant grdp1, perte de 

fonction pour la protéine glycine rich-domain containing protein 1 (GRDP1). C’est une protéine 

à domaine riche en glycine, impliquée dans la voie de signalisation à l’acide abscissique et qui 

joue un rôle dans la maturation des fruits et des graines (Rodríguez-Hernández et al. 2017). 

Ainsi, les ALDH10 pourraient réguler positivement la voie de signalisation des cytokinines, 
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des auxines et de l’acide abscissique, ou réguler négativement la voie de signalisation aux 

brassinostéroïdes. Il serait donc envisageable de doser par spectrométrie de masse les auxines, 

les cytokinines, l’acide abscissique et les brassinostéroïdes chez le mutant KO8-2 badh, pour 

confirmer un lien éventuel entre les AtALDH10 et les voies de signalisation hormonales. 

Les AtALDH10 pourraient également être liées à la production d’autres composés impliqués 

dans l’architecture de la plante et le développement des siliques et des graines. Une réduction 

de la taille des siliques et une augmentation de la masse des graines sont également observées 

chez le mutant bus1-1, perte de fonction pour une cytochrome P450 : CYP79F1, impliquée dans 

la synthèse de glucosinolates dérivés de la méthionine (Reintanz et al. 2001). Or, certaines 

ALDH10 sont capables d’oxyder le 3-diméthylsulfuropropionaldéhyde (DMSPAL), un 

composé issu de la dégradation de la méthionine, en 3-diméthylsulfuropropionate (DMSP). 

C’est le cas d’une ALDH10 de la betterave, des trois ALDH10 du maïs et des deux ALDH10 

de la tomate (Kopečný et al. 2013; Trossat et al. 2016). Il est donc plausible que les ALDH10 

influent sur la disponibilité de la méthionine pour la production de glucosinolates. Plus 

généralement, il est possible que les AtALDH10 soient impliquées dans la production de 

composés issus de la dégradation d’acides aminés ou de polyamines. Il pourrait être intéressant 

de doser le DMSP et les glucosinolates par LC-MS (Crocoll et al. 2016) dans les tissus de KO8-

2 badh comparativement aux plantes sauvages pour explorer cette hypothèse. 

b. Rôle des ALDH10 dans le catabolisme des polyamines 

Chez les plantes, la β-alanine et le GABA peuvent être issus de la dégradation des polyamines 

(Shelp et al. 2012). Ces composés, tels que la spermine, la spermidine, la cadavérine et la 

putrescine, pourraient être impliquées dans plusieurs processus biologiques. Elles régulent 

positivement la division cellulaire et interviennent dans la régulation de la croissance et de 

l’architecture des plantes, pourraient jouer un rôle dans la signalisation hormonale, 

l’embryogenèse, la croissance du tube pollinique et le développement du fruit (Evans and 

Malmberg 1989; Galston et al. 1997) ou encore les réponses au stress (Bouchereau et al. 1999).  

Elles peuvent être dégradées dans le peroxysome et dans le plaste. Dans le peroxysome, les 

polyamine oxydases (PAO, EC 1.5.3.14) 2, 3 et 4 convertissent la spermine et la putrescine en 

APAL (Fincato et al. 2012). Les Copper diamine oxydases (CuAO, EC 1.4.3.22) 2 et 3 

catalysent l’oxydation de la putrescine en ABAL (Xing et al. 2007; Planas-Portell et al. 2013). 

Dans le plaste, la présence de AtCuAO n’est pas connue à ce jour, mais des analyses in silico 

prédisent qu’elle pourrait être présente (Planas-Portell et al. 2013). L’APAL et l’ABAL, 
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aminoaldéhydes toxiques, peuvent ensuite être détoxifiés en β-alanine et en GABA par 

AtALDH10A8 et AtALDH10A9, dans le plaste et le peroxysome, respectivement (Zarei et al. 

2016). Les deux isoenzymes pourraient donc être en charge de la dégradation de l’APAL et 

l’ABAL issus de la dégradation des polyamines dans leurs organites respectifs.  

Des études ont suggéré un lien entre les AtALDH10 et le métabolisme des polyamines. Ainsi, 

la surexpression de AtALDH10A8 et AtALDH10A9 chez Arabidopsis a un effet sur le 

métabolisme de certains polyamines : la spermidine et la cadavérine sont présentes en quantité 

inférieures en conditions de stress salin (Missihoun et al. 2015). Concernant KO8-2 badh, le 

développement plus rapide des plantules, l’architecture de la plante, caractérisée par des hampes 

florales plus hautes et un nombre de plus important de hampes florales secondaires, l’échec de 

fécondation ou de maturation des graines et la sensibilité au stress salin suggèrent que ce mutant 

serait affecté dans le métabolisme des polyamines. Il serait donc intéressant de quantifier les 

polyamines par spectrométrie de masse dans les tissus des mutants KO8-2, badh et KO8-2 badh. 

Il est également possible que les mutants KO8-2 et badh soient incapables de dégrader l’APAL 

et l’ABAL résultants du catabolisme des polyamines, dans les plastes et les peroxysomes, 

respectivement. Le double mutant KO8-2 badh pourrait être sujet à une accumulation 

d’aminoaldéhydes, qui, du fait de leur toxicité, pourraient également générer les problèmes de 

fécondation ou de développement des graines observés. Il serait donc intéressant de doser les 

aminoaldéhydes tels que le TMABAL et l’ABAL, de manière à confirmer une éventuelle 

accumulation dans les tissus. 

c. Rôle des AtALDH10 dans la voie de biosynthèse de la carnitine  

i. Rôle dans la production de γ-butyrobétaïne 

Les dosages d’activité ALDH10 des extraits protéiques totaux de plantules, et les 

quantifications de γ-butyrobétaïne dans les tissus adultes ont permis de montrer ici le rôle des 

AtALDH10 dans la synthèse de γ-butyrobétaïne in planta. Ainsi, en comparaison de Col-0, les 

deux simples mutants KO8-2 et badh ainsi que le double mutant KO8-2 badh sont affectés à la 

fois dans leur capacité à oxyder le TMABAL, et dans leur teneur en γ-butyrobétaïne. Le double 

mutant KO8-2 badh est plus affecté que chacun des deux simples mutants. Ces résultats 

montrent que les deux isoenzymes AtALDH10 sont impliquées dans la conversion de 

TMABAL en γ-butyrobétaïne.  
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Néanmoins, le double mutant KO8-2 badh n’est pas totalement incapable de convertir le 

TMABAL en γ-butyrobétaïne. Il subsiste une activité résiduelle d’oxydation du TMABAL, et 

une teneur résiduelle en γ-butyrobétaïne, équivalant à environ 10 % de celles de Col-0. Or, le 

simple mutant badh, et donc aussi le double mutant KO8-2 badh, pourraient ne pas être des 

mutants perte de fonction totale pour AtALDH10A9. En effet, chez badh, des transcrits 

AtALDH10A9 sont détectés avec des amorces spécifiques de la partie 3’ du gène, mais pas avec 

des amorces spécifiques de la partie 5’. Il n’est donc pas exclu que des protéines AtALDH10A9 

incomplètes puissent être produites. Il serait intéressant de réaliser des RT-PCR quantitatives 

avec des amorces s’hybridant à proximité du T-DNA, correspondant à la partie C-terminale de 

la protéine AtALDH10A9, pour déterminer la position exacte où elle pourrait être tronquée. 

Une fois cette position identifiée, il serait envisageable de produire des protéines ALDH10A9 

recombinantes incomplètes, et d’étudier sa fonctionnalité sur le TMABAL. Si la protéine 

incomplète conserve une capacité résiduelle à prendre en charge le TMABAL, cela pourrait 

expliquer la capacité résiduelle de KO8-2 badh à prendre en charge le TMABAL et à produire 

de la γ-butyrobétaïne. Néanmoins, les phénotypes du double mutant KO8-2 badh concernant la 

morphologie, le développement précoce et les quantifications de métabolites sont plus marqués 

que ceux des simples mutants. Cela confirme la perte d’activité importante pour AtALDH10A9 

chez badh et KO8-2 badh. 

L’activité résiduelle de synthèse de γ-butyrobétaïne pourrait également s’expliquer par 

l’activité des enzymes de la même superfamille ALDH. En effet, chez le pois et le maïs, 

l’enzyme ALDH7 est capable d’oxyder un grand nombre d’aldéhydes, dont l’AASAL, le 

TMAPAL, le GBAL, mais aussi, plus faiblement, le TMABAL (Koncitikova et al. 2015). Les 

ALDH7 sont hautement conservées chez les plantes du point de vue de la séquence et de la 

structure (Kirch et al. 2004). Le génome d’Arabidopsis comporte un gène codant pour une 

enzyme de cette famille : AtALDH7B4 (Kirch et al. 2004). Cette enzyme pourrait donc être 

responsable d’une activité résiduelle de conversion du TMABAL en γ-butyrobétaïne chez KO8-

2 badh. Pour étayer cette hypothèse, il serait intéressant de caractériser in vitro l’activité de 

l’enzyme AtALDH7B4 recombinante. D’autre part, plusieurs mutants portant un T-DNA dans 

la région codante du gène AtALDH7B4 sont disponibles dans la collection GABI-Kat 

(https://www.gabi-kat.de/) (Li et al. 2007), et qui n’ont pas fait l’objet d’une caractérisation. Il 

serait intéressant de caractériser un ou plusieurs de ces mutants et de confirmer s’ils sont 

affectés dans la production de γ-butyrobétaïne. L’obtention et l’étude d’un triple mutant KO8-

https://www.gabi-kat.de/


142 
 

2 badh aldh7b4 pourrait être envisagée, afin de vérifier s’il est ou non complètement incapable 

de synthétiser la γ-butyrobétaïne. 

La concentration en γ-butyrobétaïne dans les plantules et dans les feuilles de Col-0 est très 

supérieure à celles de la carnitine, d’un facteur 100 à 10 000 selon les tissus. Cela suggère que 

la majeure partie de la γ-butyrobétaïne n’est pas destinée à être convertie en carnitine en 

conditions normales chez Arabidopsis. Cela soulève la question d’un rôle éventuel de la γ-

butyrobétaïne autre que dans la synthèse de carnitine. Pour l’instant, ce composé n'est connu 

que comme un précurseur de la carnitine et n’a pas de rôle décrit dans la fécondation et le 

développement précoce. Cependant, un lien éventuel ne peut être exclu. Comme la carnitine 

exogène, la γ-butyrobétaïne exogène module l’activité de gènes impliqués dans la réponse au 

stress salin et le métabolisme de l’acide abscissique (Charrier 2011). Il est donc possible que la 

γ-butyrobétaïne puisse être liée aux voies de signalisation du stress et des phytohormones. 

Néanmoins, la baisse de la teneur en γ-butyrobétaïne en réponse au stress salin ne plaide pas 

dans ce sens. 

ii. Hypothèses concernant la biosynthèse de la carnitine 

Chez les animaux et les levures, la carnitine est synthétisée à partir de la 6-N-trimethyllysine 

(TML) via 4 réactions enzymatiques. La TML est d’abord hydroxylée en 3-hydroxy-6-N-

trimethyllysine (HTML) par la TML dioxygénase (TMLD). La HTMLA est ensuite convertie 

en TMABAL par la HTML aldolase (HTMLA). Le TMABAL est oxydé en γ-butyrobétaïne par 

la TMABAL déshydrogénase (TMABADH). Enfin, la γ-butyrobétaïne est convertie en 

carnitine par la butyrobétaïne dioxygénase (BBD) (Strijbiss et al. 2009; Strijbis, Vaz, and Distel 

2010; Vaz and Wanders 2002). 

L’identification et la quantification de TML, de γ-butyrobétaïne et de carnitine chez les plantes 

a permis de supposer que la biosynthèse de la carnitine chez les plantes pourrait suivre les 

mêmes étapes que chez les animaux et les levures (Rippa et al. 2012). Le fait que les 

AtALDH10 partagent 38 % d’identité avec l’ALDH9 humaine suggère qu’elles seraient 

également impliquées dans la voie de biosynthèse de la carnitine en catalysant la conversion du 

TMABAL en γ-butyrobétaïne (Rippa et al. 2012). Le rôle des AtALDH10 dans la synthèse de 

γ-butyrobétaïne in planta a été montrée ici, ce qui supporte l’hypothèse selon laquelle elles 

interviendraient dans la voie de biosynthèse de carnitine. Pourtant, la teneur en carnitine n’est 

affectée ni dans les plantules ni dans les feuilles du double mutant KO8-2 badh. La disponibilité 

moindre de la γ-butyrobétaïne n’impacte donc pas la teneur en carnitine. Or, au moins chez les 
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plantules, il est impossible que la carnitine soit importée du milieu de culture. En effet, les 

plantules ont été cultivées en conditions axéniques sur un milieu nutritif gélosé, ne contenant 

pas de carnitine.  

Cependant, dans les feuilles et les plantules de KO8-2 badh, la concentration en γ-

butyrobétaïne, bien que réduite en comparaison de Col-0, est encore très supérieure à la 

concentration en carnitine. Il est donc possible que la teneur résiduelle en γ-butyrobétaïne soit 

suffisante pour maintenir une concentration adéquate en carnitine. Une baisse de la disponibilité 

de la γ-butyrobétaïne pourrait aussi entraîner une régulation positive de l’expression du gène 

codant pour l’enzyme en charge de sa conversion de la γ-butyrobétaïne en carnitine chez KO8-

2 badh. Il est aussi envisageable que la carnitine soit synthétisée d’une autre manière. Chez les 

bactéries, elle peut être synthétisée à partir de la crotonobétaïne (Engemann et al. 2001). Si 

actuellement la crotonobétaïne n’a jamais été identifiée chez les plantes, une autre voie de 

synthèse de la carnitine ne peut être exclue. Chez les plantes, des homologues des enzymes 

bactériennes impliquées dans la biotransformation de la crotonobétaïne en carnitine sont 

nombreuses, la plupart ayant des fonctions connues (de type énoyl-CoA hydratase). Il n’est pas 

exclu qu’une ou plusieurs d’entre elles puissent intervenir aussi dans la conversion de la 

crotonobétaïne en carnitine. En l’absence de standard interne disponible dans le commerce, le 

marquage de la crotonobétaïne avec du deutérium et son incorporation au milieu de culture des 

plantules pourrait permettre d’étudier sa possible transformation en carnitine par spectrométrie 

de masse. 

d. Rôle des ALDH10 dans la protection contre le stress osmotique 

Les micro-organismes, les animaux et les plantes accumulent des molécules en réponse au stress 

osmotique pouvant atteindre des concentrations élevées dans les tissus biologiques sans 

perturber les fonctions cellulaires (Yancey et al. 1982; Yancey 2005). Ces composés dits 

compatibles peuvent être des sucres, des polyols, des acides aminés, ou encore des composés à 

ammonium quaternaires tels que la glycine bétaïne ou la carnitine (Rhodes and Hanson 1993; 

Yancey 2005). Certaines plantes, comme l’orge et l’épinard, sont ainsi capables d’accumuler 

des quantités élevées de glycine bétaïne, un osmoprotectant extrêmement efficace (Le Rudulier 

et al. 1984). En revanche, Arabidopsis n’est pas capable d’accumuler de manière importante la 

glycine bétaïne en réponse au stress (Hibino et al. 2002). Le fait que les simples mutants KO8-

2 et badh montrent une sensibilité accrue au stress salin a permis de suggérer que les ALDH10 

d’Arabidopsis sont impliquées dans la résistance au stress osmotique (Missihoun et al. 2011; 
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Zarei et al. 2016). Cependant, cette sensibilité accrue des simples mutants n’a pas été confirmée 

dans nos conditions. Le double mutant KO8-2 badh est quant à lui effectivement plus sensible 

au stress salin. Nos travaux confirment donc l’implication des AtALDH10 dans la résistance au 

stress salin, ce qui suggère qu’elles puissent être impliquées dans la synthèse 

d’osmoprotectants, comme le GABA. 

e. Rôle des ALDH10 dans la synthèse de GABA 

Les résultats obtenus ici suggèrent que chacune des deux AtALDH10 est capable d’oxyder in 

vitro l’ABAL en GABA (Chapitre A). Toutefois, les mutants KO8-2, badh et KO8-2 badh ne 

sont significativement affectés, ni en conditions normales, ni en conditions de stress, dans leur 

teneur en GABA et dans son accumulation en réponse au stress salin. Ce résultat ne confirme 

pas les données montrant que les AtALDH10 sont impliquées dans l’accumulation de GABA 

en réponse au stress, et que cette accumulation serait réduite chez les mutants KO8-2 et badh 

(Zarei et al. 2016).  

Cependant, les ALDH10 ne sont pas la seule voie de synthèse du GABA chez les plantes. 

D’autres enzymes de la superfamille ALDH sont aussi capables d’oxyder l’ABAL. Les ALDH7 

du pois et du maïs sont aussi modérément actives sur l’ABAL. C’est également le cas chez le 

maïs de ALDH2 (Končitíková et al. 2015), ALDH3 et ALDH12. Chez Arabidopsis, trois 

ALDH2 sont identifiées : ALDH2B7 et ALDH2B4, toutes deux mitochondriales et partageant 

75 % d’identité, ainsi que ALDH2C4 qui est cytosolique (Kirch et al. 2004). Trois ALDH3 

existent chez Arabidopsis : ALDH3F1, localisée dans le réticulum endoplasmique (Dunkley et 

al. 2006), ALDH3I1, localisée dans les plastes des feuilles (Kleffmann et al. 2004) et 

ALDH3H1, localisée dans l’appareil de Golgi, la vacuole, et le réticulum endoplasmique 

(Dunkley et al. 2006). Elles sont impliquées dans la détoxification d’aldéhydes. Une ALDH12 

existe chez Arabidopsis : ALDH12A1 qui est impliquée dans la dégradation de la proline en 

glutamate (Deuschle et al. 2001, 2004). L’activité de ces enzymes peut expliquer la capacité 

résiduelle d’oxydation de l’ABAL par les extraits protéiques de KO8-2, badh et KO8-2 badh. 

En outre, le GABA peut également être synthétisé indépendamment de l’ABAL. Chez 

Arabidopsis, la glutamate décarboxylase (GAD, EC 4.1.1.15) convertit le glutamate en GABA 

(Shelp et al. 1999; Bouché and Fromm 2004). Au contraire de KO8-2 badh, les mutants gad 

sont très fortement affectés dans la capacité à accumuler le GABA en réponse au stress (Bouché 

and Fromm 2004). Ainsi, les ALDH10 ne semblent pas être la voie majoritaire de production 

de GABA chez les plantes. 
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f. Rôles spécifiques des isoenzymes AtALDH10 

La capacité des simples mutants KO8-2 et badh à oxyder l’ABAL et le TMABAL ainsi que 

leur teneur en γ-butyrobétaïne dans les feuilles caulinaires, sont significativement réduites, mais 

pas autant que chez le double mutant KO8-2 badh. Même si le phénotype de badh est parfois 

intermédiaire entre celui de Col-0 et KO8-2 et celui de KO8-2 badh, concernant la vitesse de 

développement et les teneurs en lipides dans les plantules, les simple mutants KO8-2 et badh 

ne sont pas affectés dans la plupart des processus physiologiques étudiés ici. La taille de la 

hampe florale et celles des siliques, et le nombre de graines par silique (légèrement réduit chez 

badh) sont comparables à celles de Col-0. De la même manière, les réserves d’amidon, de 

lipides et de protéines dans les graines ne sont pas affectées. Enfin, les simples mutants, 

contrairement à KO8-2 badh, ne sont pas sensibles au stress salin dans nos conditions.  

Ainsi, malgré la localisation cellulaire différente des deux isoenzymes (Missihoun et al. 2011), 

et malgré le fait que la perte de fonction pour une ALDH10 n’entraîne pas une augmentation 

de l’expression de l’autre isoenzyme, il semble qu’il existe une redondance fonctionnelle entre 

AtALDH10A8 et AtALDH10A9. En effet, la perte de fonction (totale pour KO8-2, 

possiblement partielle pour badh) pour AtALDH10A8 ou AtALDH10A9 est compensée par 

l’autre isoenzyme. Malgré le fait qu’il existe une différence d’expression entre les deux 

isoenzymes en fonction des organes (Chapitre A), aucune spécificité d’organe de 

AtALDH10A8 ou AtALDH10A9 n’a été mise en évidence. Le fait que les deux isoformes 

soient ubiquitaires, et exprimées dans tous les organes testés, pourrait expliquer cette 

compensation. 

La caractérisation in vitro des AtALDH10 et des mutants d’Arabidopsis suggère que les 

AtALDH10 puissent être impliquées dans la voie de biosynthèse de la carnitine. Cependant, 

contrairement aux animaux et aux levures, les enzymes intervenant dans d’autres étapes de la 

voie de biosynthèse de la carnitine ne sont pas connues chez les plantes. Les enzymes liées et à 

l’activité de transport des acides gras et de l’acétate par la carnitine ne sont pas non plus 

identifiées. Afin d’étudier une possible implication d’autres protéines d’Arabidopsis dans le 

métabolisme de la carnitine, des approches complémentaires ont été employées. Elles ont pour 

but d’identifier des protéines potentiellement impliquées dans la voie de biosynthèse de la 

carnitine chez les plantes ou dans le transport d’acides gras ou d’acétate lié à la carnitine.   
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C. Recherche de nouvelles enzymes impliquées dans la biosynthèse 

et le métabolisme associé à la carnitine chez les plantes 

 

Le métabolisme de la carnitine chez les plantes demeure mal connu. Il est vraisemblable que la 

voie de biosynthèse et le rôle dans le transport des acides gras impliquent les mêmes activités 

enzymatiques que chez les animaux et les levures. Actuellement, aucun candidat n’est identifié 

chez les plantes pour deux des quatre étapes de la voie de biosynthèse de la carnitine (Rippa et 

al. 2012). Les carnitine acyl(acétyl)transférases, impliquées dans le transport des acides gras 

par la carnitine, ne sont pas non plus identifiées chez les plantes. Un travail de recherche 

bioinformatique d’enzymes potentiellement impliquées dans la voie de biosynthèse et le 

métabolisme associé à la carnitine a été réalisé. Plus précisément, une recherche exhaustive 

d’homologues portant sur la structure des protéines, et non seulement sur la séquence, a été 

réalisée en s’appuyant sur les enzymes animales de structure connue. 

1. Recherche d’enzymes de la voie de biosynthèse de la carnitine chez 

les plantes 

La voie de biosynthèse de la carnitine est bien caractérisée chez les animaux (Vaz and Wanders 

2002) et les levures (Strijbiss et al. 2009). Elle est synthétisée à partir de la 6-N-trimethyllysine 

(TML) via 4 réactions, catalysées par les enzymes TML dioxygénase (TMLD), HTML aldolase 

(HTMLA) puis TMABAL déshydrogénase (TMABADH). La γ-butyrobétaïne est le précurseur 

direct de la carnitine, après l’action de la butyrobétaïne dioxygénase (BBD) (Strijbiss et al. 

2009; Strijbis, Vaz, and Distel 2010; Vaz and Wanders 2002). 

Notre laboratoire a détecté et quantifié la carnitine, la TML et la γ-butyrobétaïne dans des 

plantules d’Arabidopsis (Rippa et al. 2012, Chapitre B). De plus, l’ajout de TML deutérée chez 

les plantes conduit à la détection de γ-butyrobétaïne et de carnitine deutérées. Ces résultats ont 

permis de supposer que la biosynthèse de la carnitine chez les plantes pourrait suivre les mêmes 

étapes que chez les animaux et les levures (Rippa et al. 2012). Notre laboratoire a également 

entamé une recherche bioinformatique d’enzymes pouvant intervenir dans la biosynthèse de la 

carnitine chez Arabidopsis. A partir des séquences des enzymes humaine et fongique, une 

recherche d’homologues utilisant l’outil BLAST, (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) a 

permis d’identifier chez Arabidopsis des candidats pour la deuxième étape et la troisième étape. 

Cependant, aucun candidat n’a pu être identifié pour la première et la quatrième étape (Rippa 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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et al. 2012; Zhao 2014). Il est généralement considéré que pour avoir la même activité 

biologique, deux enzymes doivent partager au moins 30 % d’identité de séquence. Cependant, 

certains auteurs ont montré qu’une homologie significative peut exister entre des protéines 

partageant moins de 30 % d’identité (Joshi and Xu 2007; Pearson 2013). Mais dans ce cas, 

l’homologie entre ces protéines est identifiable par une « expect value » (E value, qui 

correspond à l’espérance de trouver un score du fait du hasard) significative (Pearson 2013). Or 

les analyses réalisées ici n’ont permis d’identifier aucune protéine végétale partageant une E 

value significative avec la BBD humaine. Pourtant, l’ajout dans le milieu de culture de 3-(2,2,2-

trimethylhydrazine)propionate, connu pour être un inhibiteur de la BBD humaine, conduit à 

une baisse de la teneur en carnitine dans les tissus d’Arabidopsis (Rippa et al. 2012). Cela 

suggère que, malgré l’absence d’homologie de séquence, l’enzyme végétale en charge synthèse 

de la carnitine pourrait partager des caractéristiques biochimiques comparables avec la BBD 

humaine. 

Les recherches des enzymes responsables des première et quatrième étapes de la voie de 

biosynthèse de la carnitine par homologie de séquence chez Arabidopsis n’ont pas permis 

d’identifier de candidats. Dans le cadre de cette thèse, la recherche par bioinformatique 

d’enzymes potentiellement impliquées dans ces activités a été poursuivie. Tout d’abord une 

recherche exhaustive par homologie de séquence en utilisant l’outil BLAST a été réalisée chez 

l’ensemble des plantes. Ensuite, une méthode utilisant l’homologie structurale des protéines a 

été employée. Cette approche repose sur les blocs protéiques, un alphabet structural qui assigne 

des structures tridimensionnelles à des séquences particulières. L’algorithme fold recognition 

using a structural alphabet (FORSA, http://www.bo-protscience.fr/forsa/) (Mahajan et al. 2015) 

utilise les blocs protéiques pour calculer les probabilités conditionnelles qu'une séquence adopte 

un repliement donné. Ce calcul permet d’assigner des structures connues à des séquences 

d’acides aminés particulières. Cet outil permet ainsi de prédire la conformation possible d’une 

protéine à partir de sa séquence. Ce travail a été réalisé en collaboration avec le Pr. Bernard 

Offmann, du laboratoire Fonctionnalité et Ingénierie des Protéines de l’Université de Nantes. 

a. Recherches de candidats par homologie de séquence 

Dans le cadre de cette thèse, une recherche d’homologie de séquence a été réalisée pour 

rechercher des candidats BBD et TMLD chez l’ensemble des plantes. Un BLASTp a été réalisé 

avec les séquences protéiques des BBD et TMLD. Cette recherche a permis d’identifier chez 

http://www.bo-protscience.fr/forsa/
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les plantes terrestres trois protéines présentant une homologie significative avec les BBD et 

TMLD humaines et fongiques.  

D’après la base de données national center for biotechnology information (NCBI, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) deux de ces protéines sont issues du protéome du chêne-liège 

Quercus suber. La protéine XP_023909931.1 dénommée « trimethyllysine dioxygenase-like » 

partage 27 % d’identité avec la BBD humaine et 35 % d’identité avec la TMLD humaine (E 

value = 8.10-28 et 8.10-59, respectivement). La protéine non caractérisée XP_023911808.1, 

dénommée « LOC112023428 » partage 27 % d’identité avec la BBD humaine et 24 % 

d’identité avec la TMLD humaine (E value = 1.10-26 et 6.10-24, respectivement). La troisième 

protéine identifiée chez les plantes par cette approche est une « clavaminate synthase-like » 

(référence NCBI OAY79702.1) d’Ananas comosus (E value = 3,3) et partageant 24 % d’identité 

avec la partie C-terminale de la TMLD humaine. Cette E value n’est pas suffisante pour pouvoir 

considérer cette protéine comme une BBD potentielle.  

Cependant, aucun homologue des protéines XP_023909931.1 et XP_023911808.1 de Q. suber 

n’a pu être identifié chez Arabidopsis avec l’outil BLASTp. En revanche, chez les 

champignons, des homologues de ces deux protéines, identifiés comme des triméthyllysine 

dioxygénases, et des enzymes non caractérisées d’un grand nombre d’espèces ont été identifiées 

par l’outil BLASTp. La plus proche est celle de Ramularia colo-cygni, avec une E value 3.10-

162 et 59 % d’identité. Cette homologie élevée entre les protéines de Q. suber et les enzymes 

fongiques, ainsi que l’absence d’homologues chez les plantes suggèrent que XP_023909931.1 

et XP_023911808.1 ne sont pas des protéines de Q. suber, mais celles d’un champignon. Il est 

possible que ces séquences soient issues d’un endophyte ayant contaminé des échantillons de 

Q. suber. Ainsi, aucune BBD ou TMLD potentielle n’a pu être identifiée par recherche 

d’homologie de séquence chez les plantes. 

b. Recherche de candidats par homologie structurale 

Une recherche de protéines dont la structure prédite par sa séquence pourrait être proche de 

celle de la BBD humaine a été réalisée dans le protéome d’Arabidopsis. La BBD humaine 

catalyse la réaction : 

γ-butyrobétaïne + 2-oxoglutarate + O2  carnitine + succinate + CO2 

La structure de la BBD humaine a été élucidée (Tars et al. 2010). Elle est disponible dans la 

base de données protein database (PDB) sous la référence 4bg1. Elle comprend un site 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/OAY79702.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=5XTWXCA901R
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catalytique C-terminal composé de deux histidines (His202 et His347) et d’un acide aspartique 

(Asp204) impliqués dans la chélation d’un cation bivalent Fe2+.  

Des enzymes dont la structure prédite par les blocs protéiques serait homologue à la structure 

de la BBD humaine ont été recherchées parmi les 35381 protéines d’Arabidopsis, en utilisant 

l’outil FORSA. Cette recherche a permis d’identifier NP_188773.1 (référence Q9LIG0 dans la 

base de données Uniprot), une protéine non caractérisée d’Arabidopsis, comme ayant une 

structure prédite fortement semblable à celle de la BBD humaine. Elle partage une compatibilité 

élevée (score Z = 48, un score Z supérieur à 7,5 étant considéré comme significatif) avec le 

repliement domaine C-terminal de la BBD humaine. Elle partage 19,85 % d’identité avec la 

BBD humaine, et 23,19 % avec la TMLD humaine. NP_188773.1 est une protéine de            

37,22 kDa comportant 330 acides aminés. D’après les informations disponibles dans la base 

données Protein family (https://pfam.xfam.org/), elle appartient à la classe des oxydoréductases 

et à la famille des gamma-butyrobétaïne hydroxylases. Elle est dénommée « clavaminate 

synthase-like protein » dans les bases de données Uniprot et the Arabidopsis information 

resource (TAIR, https://www.arabidopsis.org/). Cette protéine a été identifiée dans le protéome 

du noyau (Bae et al. 2003).  

La structure cristalline de NP_188773.1 a été élucidée en 2004 (Bitto et al. 2005), et affinée en 

2007 (Levin et al. 2007). Elle est disponible dans la base de données protein database (PDB) : 

1Y0Z (2,4 Å) et 2Q4A (2,39 Å) (Figure 48). Les structures montrent que cette protéine est 

dimérique (Figure 48 A) et comporte trois sites de chélation d’ions Fe2+ : His120, Glu122, et 

His313 (Figure 48 B), qui remplissent la même fonction que His202, His347 et Asp204 de la 

BBD humaine. D’après les bases de données, il est également suggéré, par similarité, que cette 

protéine utilise le 2-oxoglutarate comme cosubstrat. 

 L’ensemble de ces données suggèrent donc que la protéine d’Arabidopsis NP_188773.1 a 

une structure proche de celle de la BBD humaine, et qu’elle catalyse le même type de 

réaction. 

 

 

 

 

 

https://pfam.xfam.org/
https://www.arabidopsis.org/
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Figure 48 : Structure tridimensionnelle de la protéine NP_188773.1, sous forme de dimère. Les 

hélices α sont représentées en rouge, les feuillets β sont représentés en jaune, les boucles en vert 

et les sites de fixation du cation en bleu (A) et détail du site de fixation du cation, avec 

représentation des chaînes latérales des trois acides aminés catalytiques (His120, Glu122 et 

His313) (B). Cette figure a été réalisée au moyen du logiciel PyMol. 

c. Etude bioinformatique de la protéine NP_188773.1 

La structure de la BBD humaine a été alignée avec celle de NP_188773.1 dans le logiciel 

PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrödinger, LLC.) (Figure 49 

A). Le « root mean square deviation of atomic positions » (RMSD) a été calculé. Il correspond 

à la distance moyenne en Å entre les atomes des protéines superposées. Le RMSD de 

l’alignement du domaine catalytique de la BBD humaine avec NP_188773.1 est de 2,8 Å. La 

structure du site catalytique de NP_188773.1 est donc très proche de celle de la BBD 

humaine. En particulier, les trois acides aminés catalytiques se superposent très bien 

(Figure 49 B). 
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Figure 49 : Superposition de la protéine NP_188773.1 (en jaune) avec la BBD humaine 

(HsBBD, en rouge) (A). Détail de la superposition des acides aminés catalytiques His120, 

Glu122 et His313 de NP_188773.1 (en bleu) avec His202, Asp204 et His347 de la BBD 

humaine (en vert) (B). Cette superposition a été réalisée au moyen du logiciel PyMol. 

 

Des homologues de NP_188773.1 partageant plus de 50 % d’identité de séquence sont présents 

chez tous les principaux groupes de plantes : les bryophytes, les lycophytes, les 

monocotylédones et les eudicotylédones. Certains sont identifiés chez les champignons. La 

majorité sont des protéines non caractérisées. Elles sont annotées comme étant des 

« clavaminate synthase-like proteins » ou des TauD/TfdA (taurine catabolism dioxygenase). 

Les « clavaminate synthases-like proteins » sont proches des clavaminate synthases (EC 

1.14.11.21), des enzymes bactériennes impliquées dans la conversion du dihydroclavaminate 

en clavaminate. Le clavaminate est un intermédiaire de la voie de biosynthèse de l’acide 

clavulanique, un inhibiteur de la β-lactamase. Les taurine dioxygénases sont impliquées dans 

la conversion de la taurine en aminoacétaldéhyde. Elles utilisent le 2-oxoglutarate comme 

cosubstrat, et produisent aussi du succinate. Ces enzymes portent toutes la triade catalytique H-

X-E-X(n)-H (Figure 50). Elles ont toutes une activité oxygénase Fe(II)-dépendante. Ainsi, 

NP_188773.1 appartient à une famille présente chez les plantes, utilisant le même 

cosubstrat, mais actuellement aucune n’a été liée à la voie de biosynthèse de la carnitine. 

NP_188773.1 est une candidate possible pour catalyser la conversion de la γ-butyrobétaïne en 

carnitine. 
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Figure 50 : « Sequence logo » des homologues végétaux de NP_188773.1. Les acides aminés 

catalytiques, strictement conservés, sont indiqués par une flèche rouge. Cet alignement a été 

réalisé au moyen du logiciel en ligne WEBLOGO (https://weblogo.berkeley.edu.cgi)  

d. Etude de l’activité de la protéine NP_188773.1 

Le gène AT3G21360, codant pour la protéine NP_188773.1, a été cloné dans le vecteur 

d’expression protéique pCDF-Duet et les bactéries BL21 ont été transformées avec cette 

construction. Les protéines bactériennes totales ont été extraites et l’activité de la protéine 

recombinante NP_188773.1 a été étudiée dans les mêmes conditions de réaction que celles 

utilisées afin de caractériser la BBD humaine (Lindstedt and Lindstedt 1970; Leung et al. 2010). 

Cette étude a pour but d’étudier son rôle possible dans la conversion de la γ-butyrobétaïne en 

carnitine. L’activité de conversion de la γ-butyrobétaïne en carnitine a été étudiée dans un 

mélange réactionnel contenant un tampon phosphate, de l’ascorbate de sodium, et du chlorure 

de potassium. Du sulfate de fer a été ajouté pour fournir l’ion Fe2+ requis par l’enzyme. Le 

cosubstrat de la BBD, du 2-oxoglutarate, a été ajouté, ainsi que 10, 100 et 1500 ng ml-1 de γ-

butyrobétaïne. Une quantité variable de protéines bactériennes a été ajoutée : de 0 à 100 µg ml-

https://weblogo.berkeley.edu.cgi/
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1. Le mélange a été incubé à température ambiante durant 16 heures ou 48 heures. A l’issue de 

cette incubation, la carnitine de l’échantillon a été analysée par LC-MS/MS. Cependant, dans 

toutes les conditions testées, la protéine recombinante NP_188773.1 n’a permis de convertir 

la γ-butyrobétaïne en carnitine. Cette expérience n’a donc pas permis de confirmer 

l’implication de la protéine NP_188773.1 dans la conversion de la γ-butyrobétaïne en carnitine. 

2. Recherche de candidats CAT, COT et CPT chez les plantes  

Chez les animaux et les levures, le rôle de la carnitine dans le transport des acides gras et de 

l’acétate est bien documenté. L’acétate et les acides gras sont estérifiés à la carnitine sous forme 

d’acyl(acétyl)carnitine (Bremer 1983), par les enzymes carnitine acyl(acétyl)transférase 

(Ramsay et al. 2001). Ces enzymes sont classées en trois catégories selon leur spécificité de 

substrats : les carnitine acétyltransférases (CAT), carnitine octanoyltransférases (COT), et 

carnitine palmitoyltransférases (CPT). Chez les animaux, les CAT, les COT et les CPT sont 

présentes notamment dans le peroxysome, et la mitochondrie (Markwell et al. 1973; Clarke and 

Bieber 1981). Deux CPT existent : CPT1 sur la membrane externe de la mitochondrie et CPT2 

sur la membrane interne. Chez les animaux et les levures, les carnitine acyl(acétyl)transférases 

sont impliquées dans le transport intracellulaire des acides gras et de l’acétate. C’est de cette 

manière que les acides gras sont transportés vers la matrice mitochondriale (Ramsay et al. 

2001). 

Chez les plantes, des activités carnitine acyl(acétyl)transférase ont été mesurées dans différents 

organites. Des activités CAT, COT et CPT ont été mesurées dans la mitochondrie (Wood et al. 

1983; Burgess and Thomas 1986; Gerbling and Gerhardt 1988). Une activité CPT a été mesurée 

sur les membranes interne et externe de la mitochondrie, comme chez les animaux (Wood et al. 

1984). Une carnitine acyltransférase a été purifiée à partir des mitochondries de l’hypocotyle 

de haricot mungo (Schwabedissen-Gerbling and Gerhardt 1995). De plus, de la carnitine 

estérifiée à l’acétate et aux acides gras a été quantifiée dans les tissus végétaux (Bourdin et al. 

2007; Nguyen et al. 2016). Ces données suggèrent qu’il existe chez les plantes des enzymes 

capables de catalyser l’estérification de l’acétate et des acides gras en acétylcarnitine et 

acylcarnitine, respectivement. 

Dans le cadre de cette thèse, une étude de la diversité des carnitine acyl(acétyl)transférases a 

été réalisée. Des candidats ont été recherchés par homologie de séquence chez l’ensemble des 

plantes. Enfin, une recherche d’homologues structuraux des carnitine acyl(acétyl)transférases 
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animales dans le protéome d’Arabidopsis a été réalisée en utilisant l’algorithme FORSA. 

L’outil HHPred (https://toolkit.tuebingen.mpg.de/#/) permet de prédire la structure et la 

fonction d’une protéine à partir de sa séquence. Il a également été utilisé pour rechercher dans 

le protéome d’Arabidopsis des protéines dont la structure prédite serait homologue à celle des 

carnitine acyl(acétyl)transférases animales. 

a. Etude de la diversité de la famille des carnitine 

acyl(acétyl)transférases 

Les carnitine acyl(acétyl)transférases appartiennent à la famille PF00755, qui comprend aussi 

les choline acyltransférases. D’après la base de données pfam (https://pfam.xfam.org/ (El-

Gebali et al. 2018)), cette famille est présente chez tous les organismes vivants, à l’exception 

notable des plantes. Elle est identifiée chez les bactéries, les métazoaires, les champignons, les 

algues brunes, les oomycètes, et chez plusieurs groupes de protistes (bacillariophytes, 

ichthyosporea, cryptophytes, choanoflagellés, kinétoplastides, isochrysiales, prymnésiales, 

longamoebia, phytiales, et fonticula). Les deux clades les plus proches phylogénétiquement des 

plantes qui possèdent des carnitine acyl(acétyl)transférases sont les cryptophytes et les 

straménopiles (algues brunes). 

Un alignement de séquences des carnitine acyl(acétyl)transférases couvrant l’ensemble du 

vivant a été réalisé en utilisant le logiciel Clustal (https://www.rebi.ac.ik/Tools/msa/clustalo/) 

(Larkin et al. 2007). Il inclut des CAT, COT et CPT dont la structure a été caractérisée d’un 

certain nombre de mammifères : le rat (Rattus norvegicus), la souris (Mus musculus), la vache 

(Bos taurus), le macaque (Macaca fascicularis) et l’Homme. Une séquence de la bactérie 

Mycoplasma pneumoniae, de la levure S. cerevisiae, de la cryptophyte Guillardia theta et de la 

straménopile Ectocarpus silicosus ont également été intégrées. L’alignement indique qu’au sein 

de la famille PF0075, les séquences bactériennes sont les plus éloignées des autres, partageant 

environ 20 % d’identité avec chacune des autres (Tableau 17 A). Au sein des eucaryotes, les 

séquences des carnitine acyl(acétyl)transférases partagent au moins 25 % d’identité, et au moins 

40 % pour les carnitine acyl(acétyl)transférases d’une même catégorie. La CAT de l’homme et 

celle de la souris partagent 91 % d’identité (Tableau 17 B). Les deux isoformes CPT1 du 

cerveau et du foie de l’homme partagent 55 % d’identité. Les carnitine acyl(acétyl)transférases 

de catégories différentes partagent entre 27 et 31 % d’identité (Tableau 17 B). Ainsi, la 

séquence des carnitine acyl(acétyl)transférases est conservée au sein des eucaryotes. Cela 

suggère que leurs structures sont elles aussi conservées. 

https://toolkit.tuebingen.mpg.de/#/
https://pfam.xfam.org/
https://www.rebi.ac.ik/Tools/msa/clustalo/
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Tableau 17 : Matrice des pourcentages d’identité des protéines de la famille PF0075 

d’organismes eucaryotes (A), et détail de la matrice pour les carnitine acyl(acétyl)transférases 

animales dont la structure tridimensionnelle est connue (B). La matrice a été réalisée en utilisant 

le logiciel ClustalW. 

1 

Mycoplasma 

pneumoniae 

CAT putative 100,0              

2 

Chrysochromul

ina sp, CPT 21,2 100,0             

3 

Rattus 

norvegicus 

CPT2 20,8 41,4 100,0            

4 

Bos taurus 

CPT2 21,3 40,6 80,7 100,0           

5 

Macaca 

fascicularis 

CPT2 20,8 40,7 84,2 87,4 100,0          

6 

Guillardia 

theta CAT 

putative 20,0 29,8 30,2 29,7 30,4 100,0         

7 

Saprolegnia 

parasitica 

CAT putative 19,1 31,0 28,4 30,5 30,4 42,0 100,0        

8 

Homo sapiens 

CPT2 

(cerveau) 19,9 28,2 27,4 27,4 28,1 38,8 38,9 100,0       

9 

Bos taurus 

CPT1 20,2 28,1 29,3 29,8 30,5 41,6 42,8 53,4 100,0      

10 

Homo sapiens 

CPT2 (foie) 21,1 27,5 27,2 25,8 26,6 40,5 44,7 54,9 62,5 100,0     

11 

Ectocarpus 

siliculosus 

CPT 21,0 31,3 33,3 32,3 33,2 27,9 26,7 26,3 27,4 26,9 100,0    

12 

Saccharomyces 

cerevisiae 

CAT 20,6 25,6 26,6 25,9 27,5 27,2 26,3 24,2 25,1 25,3 25,2 100,0   

13 

Mus musculus 

COT 19,9 27,4 29,7 29,8 30,0 27,9 30,0 30,1 30,4 30,0 28,1 25,1 100,0  

14 

Mus musculus 

CAT 21,8 29,1 30,8 31,9 30,8 30,6 29,4 29,4 29,9 30,1 28,9 29,7 33,2 100,0 

15 

Homo sapiens 

CAT 21,7 29,0 30,0 31,5 30,5 30,4 30,3 30,8 30,6 31,2 28,9 29,7 33,4 90,9 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

 

 

A 
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1 

 Homo sapiens CPT1 

(foie) (2le3) 100,0     

2 

 Homo sapiens CPT1 

(cerveau) (2m76) 54,9 100,0    

3 

 Rattus norvegicus 

CPT2 (2fw3) 27,3 27,9 100,0   

4 

 Mus musculus COT 

(1xl7) 29,9 29,5 29,7 100,0  

5 

 Mus musculus CAT 

(1ndb) 30,7 29,6 31,6 33,2 100,0 

6 

 Homo sapiens CAT 

(1nm8) 31,7 30,6 30,9 33,4 90,9 

   1 2 3 4 5 

  

b. Recherche de candidats par homologie de séquence 

Une recherche d’homologues à partir des carnitine acyl(acétyl)transférases humaines et de 

levures a été réalisée dans la base de données NCBI chez l’ensemble des plantes. Ces analyses 

ont permis d’identifier la protéine XP 023925435.1, du protéome de Q. suber. Là encore, aucun 

homologue n’a pu être identifié par une recherche d’homologie de séquence par BLASTp chez 

l’ensemble des plantes avec cette protéine. En revanche, un grand nombre de protéines sont 

identifiées chez les champignons comme partageant jusqu’à 79 % d’identité avec la protéine 

XP 023902739.1. Il semblerait donc que, là encore, comme lors de la recherche d’une BBD, 

XP 023902739.1 ne soit pas une protéine de Q. suber, mais celle d’un champignon, en raison 

d’une contamination des séquences microbiennes. 

Une analyse phylogénétique en maximum de vraisemblance a été réalisée avec un ensemble de 

CAT, COT, CPT1 et CPT2 d’animaux et de levures. Elle a été effectuée selon le modèle 

d’évolution des protéines LG (Le and Gascuel 2008), avec proportion de sites invariants et loi 

Gamma. Concernant les animaux, les CAT, COT, CPT1 et CPT2 de l’Homme et de la souris, 

ainsi qu’une CAT, une CPT1 et une CPT2 de D. melanogaster, ont été incluses. YAT2 et 

CACP, deux CAT de S. cerevisiae ont également été ajoutées ainsi qu’une troisième CAT 

putative. De manière à couvrir le maximum de diversité biologique, deux CAT putatives de la 

bactérie Frankia alni et du protiste Trypanosoma brucei ont été ajoutées, ainsi que la séquence 

de la protéine XP 023902739.1, supposée fongique.  

B 
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La phylogénie révèle l’histoire évolutive des carnitine acyl(acétyl)transférases (Figure 51). Une 

première divergence a séparé d’une part le groupe comprenant les CPT2, les CAT putatives de 

F. alni et T. brucei, et YAT2 (Figure 51 en rouge), d’autre part le groupe des COT (Figure 51 

en vert) et enfin, le groupe des CAT et des CPT1 (Figure 51 en violet et bleu, respectivement). 

La protéine XP 023902739.1 est incluse au sein du clade des CAT et CPT1, proche de la 

protéine CACP de S. cerevisiae. L’analyse phylogénétique supporte donc l’hypothèse que XP 

023902739.1 est une carnitine acyl(acétyl)transférase fongique, et non animale. Ainsi, les 

analyses par homologie de séquence n’ont malheureusement pas permis d’identifier des 

CACT potentielles chez Arabidopsis, ni chez l’ensemble des plantes. 

 

Figure 51 : Phylogénie en maximum de vraisemblance selon le modèle LG+I+G (Le et 

Gascuel, 2008 avec proportion de sites invariants et loi Gamma), des CAT, COT et CPT0 de 

l’ensemble des eucaryotes. Les pourcentages indiquent les valeurs de Bootstrap. Le groupe des 

CPT2 est représenté en rouge. Le groupe des COT est représenté en vert. Le groupe des CAT 

est représenté en violet. Le groupe des CPT1 est représenté en bleu. Abréviations : CAT : 

carnitine acétyltransférase. COT : carnitine octanoyltransférase. CPT : carnitine 

palmitoyltransférase. YAT : yeast acetyltransferase 2. L’analyse phylogénétique a été réalisée 

au moyen du logiciel Mega. Le modèle utilisé a été choisi grâce au logiciel JModelTest en 

utilisant le critère Akaike criterion. La figure a été réalisée à partir de cette analyse 

phylogénétique au moyen du logiciel FigTree. 
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c. Recherche de candidats par homologie de structure 

Dans la littérature, les structures tridimensionnelles de six carnitine acyl(acétyl)transférases 

animales ont été élucidées et sont disponibles dans les bases de données. Les codes PDB de ces 

structures ont été utilisés pour les recherches d’homologie structurale. Ces protéines sont la 

CAT de la souris (référence PDB 1ndb) (Jogl and Tong 2003) et celle de l’Homme (référence 

PDB 1nm8) (Govindasamy et al. 2004), la COT de la souris (référence PDB 1xl7) (Jogl et al. 

2005), la structure incomplète des isoformes du foie (Rao et al. 2011) et du cerveau (Samanta 

et al. 2014) de la CPT1 de l’Homme (références PDB 2le3 et 2m76), et enfin la CPT2 du rat 

(référence PDB 2fw3) (Rufer et al. 2006). Les structures de ces carnitine 

acyl(acétyl)transférases ont été superposées deux à deux en utilisant le logiciel PyMol. La 

similarité des structures a été déterminée en calculant le RMSD.  

Le RMSD varie de 0,37 Å pour les CAT de souris et de l’Homme (Figure 52 A), à 1,5 Å pour 

la COT de souris et la CPTII du rat (Figure 52 D). Dans tous les cas, il traduit une homologie 

structurale élevée entre ces carnitine acyl(acétyl)transférases animales, même entre des 

carnitine acyl(acétyl)transférases partageant moins de 30 % d’identité de séquence (CPT2 et les 

autres). Ainsi, au sein des carnitine acyl(acétyl)transférases, les structures sont très 

conservées y compris si elles appartiennent à une catégorie différente. La présence chez les 

plantes de carnitine acyl(acétyl)transférases dont la structure est conservée par rapport à celle 

des animaux est donc probable. Une recherche de candidats par homologie structurale a donc 

été réalisée chez Arabidopsis. 
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CAT de la souris (1ndb)        CAT de la souris (1ndb) 

CAT de Homo sapiens (1nm8)       COT de la souris (1xl7) 

RMSD : 0,370 Å                  RMSD : 1,094 Å 

 

 

  

CAT de la souris (1ndb)        COT de la souris (1xl7) 

CPTII du rat (2fw3)    CPTII du rat (2fw3) 

RMSD : 1,404 Å                  RMSD : 1,523 Å 

 

 

CPTI de la souris (2le3) 

CPTI de Homo sapiens (2m76) 

(structures incomplètes) 

RMSD : 0,424 Å 

Figure 52 : Superpositions des structures des carnitine acyl(acétyl)transférases animales 

connues et qui ont été utilisées pour la recherche de candidats chez les plantes. A : superposition 

de la CAT de la souris avec la CAT de l’Homme. B : superposition de la CAT de la souris avec 

la COT de la souris. C : superposition de la CAT de la souris et de la CPTII du rat. D : 

superposition de la COT de la souris et de la CPTII du rat. E : superposition des zones 

régulatrices de deux isoformes de CPTI : celle du foie et celles du cerveau de l’Homme. Les 

superpositions ont été réalisées en utilisant le logiciel PyMol. Abréviations : CAT : carnitine 

acétyltransférase. COT : carnitine octanoyltransférase. CPT : carnitine palmitoyltransférase. 

Ces superpositions ont été réalisée au moyen du logiciel PyMol. 

C D 

A B 

E 



161 
 

La recherche d’homologie structurale a été réalisée au moyen des algorithmes FORSA et 

HHPred. Les séquences compatibles avec chacune des six structures animales connues des 

carnitine acyl(acétyl)transférases ont été recherchées dans le protéome d’Arabidopsis. Aucune 

protéine ayant un score Z de proximité structurale significatif (plus de 7,5) n’a été trouvée chez 

Arabidopsis. Sept protéines avec un score Z supérieur à 7 sont identifiées (Tableau 18). Pour la 

plupart d’entre elles, l’alignement concerne moins de 100 résidus. Les données concernant la 

famille et la fonction de ces enzymes ne semblent pas compatibles avec une activité carnitine 

acyl(acétyl)transférase. 

Tableau 18 : Protéines d’Arabidopsis identifiées par homologie structurale avec l’algorithme 

FORSA comme ayant les structures les plus proches des carnitine acyl(acétyl)transférases 

animales (Score Z > 7) en alignement local. Le score Z, la longueur de l’alignement et les 

pourcentages de similarité et d’identité de séquence calculés par FORSA sont indiqués. Les 

catégories des enzymes ont été recherchées dans la base de données TAIR. Abréviations : Hs : 

Homo sapiens. Mm : Mus musculus. Rn : Rattus norvegicus. CAT : carnitine acétyltransférase. 

COT : carnitine octanoyltransférase. CPT : carnitine palmitoyltransférase. ATP : adénosine 

triphosphate. 

Protéine 

de 

référence 

Identifiant de 

la protéine 

d’Arabidopsis 

Score 

Z 

Longueur 

de 

l'alignement 

Similarité 

(%) 

Identité 

(%) 

Catégorie d'enzyme 

 

HsCAT AT3G23410,1 7,467 42 4,4 2,9 fatty alcohol oxidase 

MmCAT AT5G66310,1 7,086 437 16,5 10,1 

ATP binding 

microtubule motor 

MmCAT AT1G05780,1 7,046 67 1,8 0,9 

Vacuolar ATPase 

assembly integral 

membrane protein 

HsCAT AT5G62090,1 7,079 52 24,2 13,3 SEUSS-like 2 

HsCAT AT5G62090,2 7,079 52 24,2 13,3 SEUSS-like 2 

RnCPT2 AT5G48740,1 7,122 269 19,7 11,8 

Leucine-rich repeat 

protein kinase 

RnCPT2 AT2G13840,1 7,087 57 21,3 13,3 

Polymerase/histidinol 

phosphatase-like 

 

La recherche utilisant l’algorithme HHPred n’a pas permis d’identifier chez Arabidopsis de 

protéine dont la structure prédite correspond à celle des carnitine acyl(acétyl)transférases 

animales. Ainsi, aucun homologue structural des carnitine acyl(acétyl)transfréases 

animales n’a pu être identifié chez Arabidopsis. 

https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=434643
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3. Recherche de CACT potentielles chez les plantes 

En complément des carnitine acyl(acétyl)transférases, l’activité CACT est requise pour le trafic 

intracellulaire des acylcarnitines. Chez les animaux, une CACT est présente au niveau de la 

membrane interne mitochondriale et des peroxysomes (Fraser and Zammit 1999). La structure 

protéique de la CACT du rat a été élucidée (Tonazzi et al. 2006). Elle est disponible dans la 

base de données PDB (référence PDB 1s50). Cette protéine est formée par 15 hélices α 

transmembranaires formant un canal antiporteur qui permet le transport de la carnitine libre 

vers l’espace intermembranaire et de l’acylcarnitine vers la matrice (Figure 53). 

 

 

 

 

 

 

Figure 53 : Structure de la CACT du rat. (A) vue du canal. (B) vue latérale de la protéine. Les 

hélices alpha transmembranaires sont représentées en rouge. Les boucles sont représentées en 

vert. Ces images ont été réalisées au moyen du logiciel PyMol. 

Chez les levures, la protéine CRC1 est une CACT localisée sur la membrane interne de la 

mitochondrie. Elle est en charge de l’importation des acylcarnitines dans la matrice 

mitochondriale (Palmieri et al. 1999). Chez les plantes, la protéine d’Arabidopsis A BOUT DE 

SOUFFLE (AtBOU), présente sur la membrane interne de la mitochondrie, partage 39 % 

d’identité avec la CACT humaine. De par cette importante homologie, AtBOU a été considérée 

comme une possible CACT (Lawand et al. 2002). Toutefois, elle a été identifiée depuis comme 

étant un transporteur impliqué dans la photorespiration et lié à l’activité de la glycine 

décarboxylase (Eisenhut et al. 2013), puis comme un transporteur de glutamate (Porcelli et al. 

2018). Aucune CACT potentielle n’est donc proposée chez les plantes. 

Tout d’abord, une étude de la diversité de la famille des CACT a été réalisée. Ensuite, une 

recherche d’homologues a été effectuée chez l’ensemble des plantes à partir des CACT 

humaines et de levures sur le site NCBI. Enfin, une recherche de protéines dont le repliement 
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serait compatible avec celui de la CACT du rat a été réalisée dans le protéome d’Arabidopsis 

en utilisant l’algorithme FORSA. 

a. Etude de la diversité des CACT 

Les CACT appartiennent à la famille PF00153 (Mitochondrial carrier), qui regroupe 67 000 

transporteurs situés sur les membranes des plusieurs organites : les mitochondries, des 

peroxysomes, des hydrogénosomes de certains champignons, et les amyloplastes des plantes. 

Elles sont impliquées dans le transport de diverses molécules au travers de la membrane 

mitochondriale, notamment le citrate, le phosphate, le 2-oxoglutarate, le glutamate, ou encore 

des acides aminés non protéinogènes comme l’ornithine. Cette famille est identifiée chez 590 

espèces différentes dont 53 espèces de plantes, telles que Arabidopsis, le riz, le haricot vert 

(Phaseolus vulgaris) ainsi que des espèces des genres Citrus et Solanum. En revanche, aucune 

enzyme de cette famille identifiée chez les plantes n’est connue à ce jour pour intervenir 

dans le transport de la carnitine. 

b. Recherche de candidats CACT par homologie de séquence 

Une recherche par BLASTp avec les séquences peptidiques de la CACT humaine et de CRC1 

a été réalisée chez l’ensemble des plantes. Cette recherche a permis d’identifier plusieurs 

homologues aux translocases humaine et fongique. La protéine XP 023902739.1, identifiée 

dans le protéome de Q. suber selon la base de données NCBI, est fortement homologue des 

translocases humaine et fongique (E value = 3.10-66). Elle partage 44 % d’identité avec la CACT 

humaine. Des candidats (E value = 10-62 à 10-63, partageant 42 % d’identité avec la CACT 

humaine et CRC1) ont notamment été identifiés chez la luzerne (Medicago truncatula) 

(protéine RHN41505), Prunus avium (protéine XP021817185), la mousse P. patens (protéine 

XP024359340), le trèfle Trifolium subterraneum (protéine GAU28959), la tomate (protéine 

XP004241964), et le pommier M. domestica (protéine RXH97025). Parmi les candidats figure 

également la protéine BOU d’Arabidopsis. 

Toutes ces protéines sont annotées « mitochondrial carnitine acylcarnitine carrier-like 

proteins » dans NCBI. Cependant, l’identification de BOU comme seule protéine d’Arabidopsis 

parmi les homologues suggère que les candidats identifiés chez les autres espèces végétales 

pourraient ne pas être liés au transport de la carnitine. De plus, une recherche d’homologues de 

CRC1 dans le génome de la levure S. cerevisiae sur NCBI a permis d’identifier yeast 

mitochondrial carrier 1 (YMC1), un transporteur de glycine, comme étant le plus proche 
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paralogue de CRC1. Ces données suggèrent une grande proximité entre les CACT et les 

transporteurs de glycine.  

Une analyse phylogénétique en maximum de vraisemblance des protéines ainsi identifiées chez 

les plantes, ainsi que des transporteurs de glycine et des CACT animales fongiques, a été 

réalisée. Elle a été effectuée selon le modèle d’évolution des protéines LG (Le et Gascuel, 2008) 

choisi par le logiciel JModelTest. Elle a pour but de déterminer si les protéines « CACT-like » 

de plantes sont proches des CACT animales et fongiques ou des transporteurs de glycine. 

L’analyse phylogénétique inclut les candidats CACT de M. truncatula, T. subterraneum, la 

tomate, P. avium, M. domestica et la mousse P. patens. Elle inclut également deux transporteurs 

d’Arabidopsis : BOU, et le transporteur d’arginine mitochondrial basic aminoacid carrier 2 

(BAC2), qui partage 36,9 % d’identité avec BOU et les CACT caractérisées de l’Homme, la 

souris et le rat. Des transporteurs identifiés chez les levures ont été ajoutés : CRC1 et son 

paralogue, ainsi que le transporteur de glycine de S. cerevisiae YMC1, qui partage 29,1 % 

d’identité avec CRC1. 

L’arbre phylogénétique montre une divergence initiale entre les CACT, incluant CRC1 et les 

CACT animales (Figure 54, en bleu); et un groupe incluant YMC1 et AtBOU (Figure 54, en 

rouge). Les séquences identifiées dans les bases de données comme étant des CACT putatives 

sont, comme AtBOU, plus proches du transporteur de glycine YMC1 que des CACT. 

Concernant les orthologues végétaux de YMC1, P. patens est en position basale, les séquences 

de rosacées (genres Prunus et Malus) sont regroupées et les séquences de fabacées (Medicago 

et Trifolium) sont regroupées également. 
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Figure 54 : Phylogénie en maximum de vraisemblance selon le modèle LG+I+G (Le et 

Gascuel, 2008, avec proportion de sites invariants et loi Gamma) des CACT et des transporteurs 

de glycine chez les eucaryotes, incluant les CACT végétales potentielles. Les pourcentages 

indiquent les valeurs de Bootstrap. Le clade des orthologues du transporteur de glycine YMC1 

est représenté en rouge. Le clade des CACT est représenté en bleu. Abréviations : CACT : 

carnitine acylcarnitine translocase. BAC2 : Basic aminoacid carrier 2. YMC1: yeast 

mitochondrial carrier 1. L’analyse phylogénétique a été réalisée au moyen du logiciel Mega. Le 

modèle utilisé a été choisi grâce au logiciel JModelTest en utilisant le critère Akaike criterion. 

La figure a été réalisée à partir de cette analyse phylogénétique au moyen du logiciel FigTree. 

 

La séquence XP 023881335.1 de Q. suber est classée dans le groupe des CACT (Figure 54). 

Cependant, aucun homologue de XP 023881335.1 n’a pu être identifié chez les plantes avec 

l’outil BLASTp. En revanche, chez les champignons, un grand nombre de protéines sont 

identifiées comme fortement homologues de la protéine XP 023881335.1. Les plus proches 

sont des protéines hypothétiques ou des protéines dénommées « mitochondrial carrier », dont 

une identifiée chez la levure Hortaea werneckii partageant jusqu’à 82 % d’identité de séquence 

avec elle (E value = 0,0). Il semblerait donc que XP 023881335.1 ne soit pas une protéine de 

Q. suber, mais là encore celle d’un champignon, comme lors de la recherche de candidats BBD 

et carnitine acyl(acétyl)transférases. Ainsi, les recherches par homologie de séquence n’ont 
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pas permis d’identifier des CACT potentielles chez Arabidopsis, ni chez l’ensemble des 

plantes. 

c. Recherche de candidats CACT par homologie de structure 

En utilisant les algorithmes FORSA et HHPred, aucun homologue structural potentiel de la 

CACT humaine n’a pu être identifié chez Arabidopsis. La recherche utilisant l’algorithme 

HHPred n’a pas non plus permis d’identifier chez Arabidopsis des protéines dont la structure 

prédite correspond à celle des CACT animales. Ainsi, aucune protéine d’Arabidopsis, ni 

même dans l’ensemble des plantes, n’a pu être identifiée comme une CACT potentielle. 

4. Discussion et perspectives 

a. Biosynthèse de la carnitine 

Notre laboratoire a montré par le passé qu’Arabidopsis est capable de synthétiser la γ-

butyrobétaïne et la carnitine à partir de la TML (Rippa et al. 2012). Ce résultat a permis de 

suggérer que la voie de biosynthèse de la carnitine chez les plantes est similaire à celle des 

animaux, et requiert les mêmes activités enzymatiques. L’homologie de séquence n’a pas 

permis d’identifier des candidats pour les première et quatrième étapes de la voie de biosynthèse 

(Rippa et al. 2012). Dans le cadre de cette thèse, une approche nouvelle a été employée. Elle 

consiste à rechercher dans le protéome d’Arabidopsis des protéines dont la séquence est 

compatible avec la structure tridimensionnelle de la BBD humaine. La protéine NP_188773.1, 

a été identifiée dans le protéome d’Arabidopsis comme partageant une homologie de structure 

significative avec la BBD humaine. La triade de résidus responsables de la fixation du Fe2+ a 

été identifiée dans la séquence et leur structure se superpose parfaitement avec celles de la BBD 

humaine. Cependant, dans nos conditions expérimentales, la carnitine n’a pas pu être 

synthétisée à partir de la γ-butyrobétaïne par la protéine NP_188773.1 in vitro. 

Ainsi, bien qu’une activité de conversion de la γ-butyrobétaïne en carnitine existe 

vraisemblablement chez les plantes, les analyses réalisées ici n’ont pas permis de confirmer que 

c’est le rôle de NP_188773.1. Cette protéine non caractérisée appartient à une famille 

regroupant de nombreuses enzymes utilisant le même cosubstrat. Elle pourrait avoir une activité 

proche, utilisant le 2-oxoglutarate comme cosubstrat, sans être capable de prendre en charge la 

γ-butyrobétaïne.  
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Chez l’Homme, la première étape et la quatrième étape de la voie de biosynthèse de la carnitine 

sont similaires. La TMLD et la BBD appartiennent à la même famille de protéines: PF02668. 

Les deux chélatent un ion Fe2+ et utilisent le 2-oxoglutarate comme cosubstrat. Il est donc 

probable que chez les plantes, la première et la quatrième étape de la biosynthèse de la carnitine 

soient catalysée par des enzymes proches. Il est également possible qu’elles soient catalysées 

par une seule enzyme, ayant une spécificité de substrat large. Néanmoins, le fait que 

NP_188773.1 partage une identité de séquence avec la TMLD plus élevée qu’avec la BBD 

humaine, et son incapacité à synthétiser la carnitine suggère qu’elle pourrait être impliquée dans 

la première étape de la biosynthèse de la carnitine. Elle serait responsable de la conversion de 

la TML en HTML, plutôt que de la γ-butyrobétaïne en carnitine. 

Concernant la capacité de NP_188773.1 à convertir la γ-butyrobétaïne en carnitine, l’étude a 

été réalisée dans les mêmes conditions expérimentales que la BBD humaine, hormis la 

température (25°C dans cette étude, contre 37°C pour la BBD humaine (Leung et al. 2010)). Il 

est possible que ces conditions ne soient pas optimales pour le fonctionnement de 

NP_188773.1. Une étude in vivo pourrait donc être envisagée pour vérifier l’hypothèse de son 

intervention dans la synthèse de la carnitine. Plusieurs mutants de substitution et d’insertion 

sont disponibles pour ce gène. En particulier, la banque de mutants SALK comporte une lignée, 

SALK_007445, ayant une insertion T-DNA dans le troisième exon du gène AT3G21360. Ce 

mutant n’a pas été caractérisé. Il serait intéressant de doser la γ-butyrobétaïne et la carnitine par 

LC-MS/MS dans les tissus de ce mutant afin de déterminer s’il est affecté dans la conversion 

de la γ-butyrobétaïne en carnitine, ou éventuellement dans la conversion indirecte de la TMLD 

en γ-butyrobétaïne. 

b. Enzymes impliquées dans le transport des acides gras et de 

l’acétate via la carnitine 

Les enzymes carnitine acyl(acétyl)transférases sont identifiées dans l’ensemble du vivant, 

excepté chez les plantes. Cette famille est présente chez les bactéries et les eucaryotes. Elle est 

donc apparue avant la divergence entre bactéries et eucaryotes. Chez les animaux, la structure 

de ces enzymes est bien conservée, y compris entre des carnitine acyl(acétyl)transférases ayant 

une spécificité de substrat différente. Cela suggère que des enzymes ayant la même activité 

chez les plantes pourraient aussi avoir une structure similaire. Pourtant, la recherche par 

homologie structurale n’a pas permis d’identifier de carnitine acyl(acétyl)transférase potentielle 

dans le protéome d’Arabidopsis. 

https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=13284&type=polyallele
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Pourtant, des activités CAT, COT et CPT ont été mesurées dans la mitochondrie (Wood et al. 

1983; Burgess and Thomas 1986; Gerbling and Gerhardt 1988). Une activité CPT a été mesurée 

sur les membranes interne et externe de la mitochondrie, comme chez les animaux (Wood et al. 

1984). De plus une carnitine acyltransférase a été purifiée à partir des mitochondries de 

l’hypocotyle de haricot mungo (Schwabedissen-Gerbling and Gerhardt 1995). Ainsi, malgré 

cette absence d’homologie structurale, des enzymes ayant une activité carnitine 

acyl(acétyl)transférase existent nécessairement chez les plantes. Il est possible que chez les 

plantes, les enzymes de cette famille aient évolué plus rapidement que dans les autres lignées, 

jusqu’à perdre l’homologie de séquence et de structure avec les autres, tout en conservant leur 

activité. Cette absence d’homologie de structure chez les plantes pourrait aussi résulter d’une 

perte de cette famille, qui aurait été compensée par la spécialisation d’autres enzymes. 

Chez les plantes, l’identification d’activités CPT sur la membrane interne et la membrane 

externe des mitochondries (Wood et al. 1984) suggère la présence d’un système de transport 

des acides gras similaires à celui des animaux, impliquant une CACT. Pourtant, aucune protéine 

d’Arabidopsis ayant une structure prédite compatible à celle de la CACT humaine n’a pu être 

identifiée. Les CACT appartiennent à une famille de transporteurs mitochondriaux impliqués 

dans le transport de plusieurs types de molécules, dont des acides aminés. En particulier, il 

existe une forte homologie entre les CACT et les transporteurs de glycine.  

La protéine d’Arabidopsis BOU, qui a été identifiée dans une première étude comme étant une 

CACT potentielle, s’est finalement révélé être un transporteur mitochondrial impliqué dans la 

photorespiration et lié à l’activité de la glycine décarboxylase (Eisenhut et al. 2013). Une étude 

récente, utilisant la caractérisation in vitro et la complémentation de levure, a par ailleurs permis 

d’identifier AtBOU comme étant un transporteur de glutamate (Porcelli et al. 2018). Par 

homologie de séquence, des enzymes annotées « CACT-like » sont identifiées par BLAST chez 

plusieurs espèces de plantes. L’analyse phylogénétique réalisée ici a néanmoins révélé que la 

totalité des enzymes de plantes annotées « CACT like » disponibles dans la base de données 

NCBI sont vraisemblablement des orthologues de AtBOU et du transporteur de glycine 

fongique YMC1. Une implication de ces enzymes dans le transport de carnitine et de 

l’acylcarnitine n’est cependant pas exclue. Mais l’incapacité de AtBOU à complémenter une 

souche de levure perte de fonction pour la CACT (Bourdin 2007), contrairement à la CACT 

humaine (Ijlst et al. 2001), ne plaide pas en ce sens. 

D’après ces différentes analyses, les informations disponibles dans la base de données NCBI 

concernant le protéome de Q. suber semblent inexactes. Une BBD potentielle, une carnitine 
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acyl(acétyl)transférase potentielle et une CACT potentielle ont été identifiées par homologie de 

séquence. Cependant les analyses de ces séquences ont révélé que ce sont probablement des 

séquences fongiques. Il est donc très probable qu’une partie du protéome de Q. suber disponible 

dans les bases de données, qui a été obtenu par séquençage d’ADN par la méthode shotgun, 

corresponde en réalité à celui d’un champignon.
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IV. Conclusion générale et perspectives 

 

L’intervention des enzymes ALDH10 dans la physiologie de la plante, et notamment dans la 

voie de biosynthèse de la carnitine, a été étudiée au cours de ce travail de thèse. L’activité des 

deux ALDH10 d’Arabidopsis a été caractérisée in vitro sur plusieurs aminoaldéhydes. Cette 

étude a permis de connaître leurs spécificités de substrats et de formuler des hypothèses 

concernant les processus physiologiques dans lesquels elles pourraient être impliquées. La 

création et la caractérisation d’un double mutant KO8-2 badh, perte de fonction pour 

AtALDH10A8 et AtALDH10A9, a permis d’approfondir ces hypothèses et de proposer des 

rôles biologiques pour les AtALDH10. 

Cette étude a montré que les enzymes AtALDH10A8 et AtALDH10A9 sont capables d’oxyder 

des substrats variés : l’APAL, l’ABAL, le TMAPAL, le TMABAL, le GBAL, la BAL et le 

DMABAL. A la différence des ALDH10 spécifiques de la BAL, dites « BADH vraies », elles 

oxydent efficacement les aminoaldéhydes linéaires, comme l’APAL et l’ABAL, mais sont 

faiblement actives sur la BAL. Cette préférence peut être expliquée par la présence d’un 

tryptophane en position 288 dans leur séquence. Ainsi, AtALDH10A8 et AtALDH10A9 

n’interviennent pas ou peu dans la production de glycine bétaïne chez Arabidopsis.  

Plusieurs données suggèrent une redondance entre les deux AtALDH10. Tout d’abord, les deux 

gènes sont exprimés de manière ubiquitaire, sans être spécifiques d’un organe ou d’un stade de 

développement. Ensuite, la spécificité de substrat des deux AtALDH10 est proche. Enfin, la 

plupart des phénotypes observés chez le double mutant KO8-2 badh ne sont pas observés chez 

les simples mutants KO8-2 et badh. Ainsi, la perte de fonction pour l’une des deux AtALDH10 

est donc compensée par l’autre isoenzyme. Aucune perte de fonction d’un gène par rapport à 

l’autre n’entraîne de surexpression de l’autre transcrit. La compensation ne s’effectue donc pas 

au niveau transcriptionnel. 

La principale différence entre les deux isoformes concerne le fait que AtALDH10A8 est plus 

active sur les concentrations faibles d’APAL et de TMABAL, et AtALDH10A9 sur les 

concentrations plus élevées. Il est donc possible que les deux isoenzymes soient spécialisées en 

fonction de la concentration des substrats dans leurs compartiments cellulaires respectifs : le 

plaste et le peroxysome (Missihoun et al. 2011).  
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D’après les analyses réalisées dans le cadre de cette thèse, les AtALDH10 pourraient être 

impliquées dans la résistance au stress salin. Leur capacité à oxyder l’ABAL in vitro suggère 

qu’elles interviennent dans la biosynthèse de GABA, qui est un osmoprotectant (Shelp et al. 

1999). Cependant, si KO8-2 badh montre une sensibilité accrue au stress salin, celle-ci ne 

résulte pas d’un défaut d’accumulation de GABA. En effet, KO8-2 badh conserve une capacité 

résiduelle à prendre en charge l’ABAL, et la teneur en GABA dans les plantes stressées est 

comparable à celle des plantes sauvages. D’autre part, le GABA semble être synthétisé 

majoritairement partir de glutamate via la glutamate décarboxylase (Kinnersley and Turano 

2000), donc indépendamment des ALDH10.  

La capacité des AtALDH10 à prendre en charge l’APAL et l’ABAL suggère qu’elles 

interviennent dans la dégradation des polyamines. Ceux-ci sont convertis en APAL et ABAL, 

deux composés qui pourraient être toxiques, dans le peroxysome et vraisemblablement dans le 

plaste. Il est possible que AtALDH10A8 et AtALDH10A9 interviennent dans la détoxification 

de ces aminoaldéhydes, en les convertissant en leurs acides aminés correspondants. KO8-2 badh 

pourrait donc être sujet à une accumulation d’aminoaldéhydes toxiques, ce qui pourrait aussi 

expliquer l’échec de fécondation ou de maturation de la graine, et donc le nombre 

significativement réduit de graines viables. Les polyamines peuvent s’accumuler lors d’un 

stress salin (Galston et al. 1997). La moindre capacité du mutant KO8-2 badh à détoxifier 

l’ABAL et l’APAL pourrait donc également expliquer sa sensibilité accrue au stress salin.  

Chez KO8-2 badh, ces effets délétères peuvent avoir des conséquences favorables pour les 

graines qui parviennent à maturité. Leur richesse en protéines et, dans une moindre mesure, en 

lipides, pourrait être liée à leur nombre moins important dans les siliques, qui permettrait à la 

plante mère de leur fournir une quantité de réserves accrue. Le dosage de l’eicosénoate indique 

que la quantité initiale de lipides de réserve est ensuite consommée plus rapidement durant la 

première semaine de développement chez KO8-2 badh. Cela peut expliquer la croissance plus 

rapide des plantules, due à une synthèse plastidiale accrue, et la formation plus rapide des 

cotylédons et des premières paires de feuilles. Une étude approfondie de l’embryogenèse chez 

KO8-2 badh pourrait être envisagée pour connaître les raisons de cette accumulation plus 

importante de réserves carbonées. Des dosages de lipides et de protéines dans des embryons 

prélevés à différents stades de l’embryogenèse pourraient être réalisés. 

Les expériences réalisées ici confirment l’homologie fonctionnelle entre les ALDH10 et les 

TMABADH humaines et fongiques. La capacité de AtALDH10A8 et AtALDH10A9 à prendre 

en charge efficacement le TMABAL, et la teneur réduite en γ-butyrobétaïne chez les mutants 
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KO8-2, badh et KO8-2 badh montrent que les AtALDH10 sont impliquées dans la conversion 

du TMABAL en γ-butyrobétaïne in planta. 

Il faut noter que KO8-2 badh conserve une capacité résiduelle à oxyder le TMABAL et à 

produire de la γ-butyrobétaïne. Cette activité pourrait être expliquée par l’intervention des 

enzymes ALDH7 dans l’oxydation du TMABAL (Končitíková et al. 2015). De plus, même si 

le phénotype de KO8-2 badh, plus marqué que celui des simples mutants, suggère une perte de 

fonction pour les deux isoenzymes, il est possible qu’il ne soit pas perte de fonction totale pour 

AtALDH10A9. En effet, le T-DNA du mutant badh est localisé dans un intron. De plus des 

transcrits correspondants à la partie C-terminale de la protéine ont été détectés. Il n’est pas exclu 

que des enzymes tronquées AtALDH10A9 puissent être produites, et responsables de la teneur 

résiduelle en γ-butyrobétaïne. Il serait intéressant d’identifier, par une approche de RT-PCR 

quantitative ciblant différents endroits du transcrit, à quel endroit cette protéine pourrait être 

tronquée. La production d’une protéine AtALDH10A9 recombinante incomplète, et l’analyse 

de sa capacité à oxyder le TMABAL, pourrait également être envisagée pour confirmer cette 

hypothèse. 

KO8-2 badh semble être le seul mutant à teneur réduite en γ-butyrobétaïne décrit à ce jour chez 

les plantes. Bien qu’aucun rôle biologique de la γ-butyrobétaïne autre que la biosynthèse de la 

carnitine n’est rapporté dans la littérature à notre connaissance, la caractérisation de KO8-2 

badh permet de proposer un lien entre la γ-butyrobétaïne et plusieurs processus physiologiques. 

Ces résultats rejoignent un travail précédemment réalisé au sein de notre laboratoire, qui avait 

analysé de manière globale l’effet de la γ-butyrobétaïne exogène sur la modulation de 

l’expression des gènes sur des plantules d’Arabidopsis, au moyen de puces à ADN. Ce travail 

avait montré que la γ-butyrobétaïne module l’expression de quelques dizaines de gènes aux 

fonctions diverses. 

Ainsi, la sensibilité de KO8-2 badh au stress salin suggère que la γ-butyrobétaïne pourrait 

intervenir dans la réponse au stress osmotique. En soutien à cette hypothèse, la γ-butyrobétaïne 

peut moduler l’expression de plusieurs gènes codant des protéines impliquées dans la réponse 

au stress hydrique, comme early responsive to dehydration 7 (ERD7), des lipoxygénases, ou 

encore des facteurs de transcription des superfamilles myeloblastosis (MYB) et essential 

recombination function (ERF) (Charrier 2011). Cependant, la baisse de la teneur en γ-

butyrobétaïne dans les tissus en réponse au stress salin ne plaide pas en ce sens. 
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Le développement plus rapide et la teneur en lipides moins élevée dans les plantules de KO8-2 

badh suggèrent que la γ-butyrobétaïne pourrait également jouer un rôle dans le développement 

et le métabolisme lipidique. Or, la γ-butyrobétaïne exogène induit une sous-expression de gènes 

impliqués dans les processus développementaux, comme une late embryogenesis abundant 

(LEA). Elle module aussi l’expression de gènes impliqués dans la modulation du système rédox, 

notamment des dismutases et les catalases, qui pourraient influer sur la disponibilité du NAD+ 

au cours du développement précoce. 

Enfin, la hampe florale plus haute et le nombre plus important de hampes florales secondaires 

chez KO8-2 badh suggère que la γ-butyrobétaïne puisse intervenir dans les voies de 

signalisation en lien avec l’architecture de la plante. En soutien à cette hypothèse, la γ-

butyrobétaïne exogène module l’expression d’une gibbérelline 2-bêta-dioxygénase, associée à 

la signalisation hormonale. Elle module aussi l’expression d’un gène codant une basic helix-

loop-helix, impliquée dans le contrôle de la prolifération cellulaire. 

L’analyse du rôle de la γ-butyrobétaïne chez Arabidopsis doit être approfondie. Dans ce but, la 

lignée Arabidopsis surexprimant les deux AtALDH10 (Missihoun et al. 2015) pourrait être un 

outil de choix. La quantification de la γ-butyrobétaïne chez ces plantes pourrait permettre de 

connaître l’effet de la surexpression des AtALDH10 sur la teneur en γ-butyrobétaïne. La 

quantification de carnitine et de γ-butyrobétaïne en réponse au stress salin pourrait aussi être 

envisagée, pour confirmer l’accumulation de carnitine chez ce mutant (Missihoun et al. 2015) 

et éventuellement détecter une consommation de γ-butyrobétaïne concomitante. Il est 

néanmoins possible que cette consommation ne soit pas détectable, la γ-butyrobétaïne étant 

présente chez les plantes en quantité très supérieure à celle de carnitine (Rippa et al. 2012, 

Chapitre B). 

 

La teneur résiduelle en γ-butyrobétaïne chez KO8-2 badh semble suffisante pour permettre la 

synthèse d’une quantité de carnitine comparable au sauvage. En effet, la γ-butyrobétaïne est 

présente chez les plantes en quantité très supérieure à la carnitine. La moindre disponibilité de 

la γ-butyrobétaïne pourrait aussi entraîner une régulation positive de l’enzyme en charge de la 

conversion de la γ-butyrobétaïne en carnitine. Enfin, il est possible que la carnitine puisse être 

synthétisée chez les plantes d’une autre manière que par conversion directe de la γ-

butyrobétaïne. 
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A l’heure actuelle, un mutant d’Arabidopsis incapable de synthétiser la carnitine n’a pas été 

rapporté. Une démarche de génétique classique pourrait être menée pour approfondir l’étude du 

rôle de la carnitine chez les plantes. L’identification et la caractérisation d’un mutant affecté 

dans synthèse de carnitine, sous réserve de sa viabilité, serait cruciale. Par exemple, un mutant 

affecté dans la dernière étape de la voie de biosynthèse de la carnitine pourrait être identifié par 

une teneur réduite en carnitine et une teneur accrue en γ-butyrobétaïne. De plus, puisque la 

carnitine et la γ-butyrobétaïne pourraient être liées au développement de la plantule et/ou aux 

voies de signalisation hormonale, il pourrait être envisagé de doser ces composés chez des 

mutants affectés dans la signalisation hormonale ou le développement.  

 

La voie de biosynthèse de la carnitine chez les plantes partage des similitudes avec celle des 

animaux et des levures. Jusqu’ici, bien qu’une activité de conversion de la γ-butyrobétaïne en 

carnitine existe vraisemblablement chez les plantes, les recherches par homologie de séquence 

n’avaient pas permis d’identifier de candidats pour cette activité (Rippa et al. 2012; Zhao 2014). 

Dans le cadre de cette thèse, une recherche exhaustive utilisant la même approche n’a pas 

permis d’identifier de candidats chez l’ensemble des plantes. En revanche, une recherche 

utilisant l’homologie structurale a permis d’identifier la protéine NP_188773.1 d’Arabidopsis 

comme étant proche de la BBD humaine, qui catalyse la conversion de la γ-butyrobétaïne en 

carnitine. Cette protéine non caractérisée appartient à une famille regroupant de nombreuses 

enzymes utilisant le fer II comme cofacteur et le 2-oxoglutarate comme cosubstrat. Cependant, 

les analyses réalisées ici n’ont pas permis de confirmer l’implication de NP_188773.1 dans la 

conversion de la γ-butyrobétaïne en carnitine. Sa proximité avec la TMLD humaine suggère 

qu’elle puisse être impliquée dans la première étape de la voie de biosynthèse de la carnitine. 

La capacité de cette protéine à convertir la TML en HTML pourrait donc être étudiée in vitro, 

par expérience de complémentation de la lignée de levure C. albicans CKS105a tmldΔ/Δ, perte 

de fonction pour la TMLD (Strijbis et al. 2009).  

Des enzymes responsables des activités CAT, COT et CPT existent chez les plantes, 

puisqu’elles ont été mesurées dans la mitochondrie, le plaste et le peroxysome (Wood et al. 

1983; Burgess and Thomas 1986; Gerbling and Gerhardt 1988) et qu’une carnitine 

acyltransférase mitochondriale a été purifiée (Schwabedissen-Gerbling and Gerhardt 1995). De 

plus, la mesure d’une activité CPT sur la membrane interne et sur la membrane externe de la 

mitochondrie, comme chez les animaux (Wood et al. 1984), suggère la présence chez les plantes 
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d’un système de transport des acides gras de type navette carnitine. Ce système pourrait utiliser 

également un transporteur de type CACT.  

Pourtant, la recherche par homologie structurale réalisée ici n’a pas permis d’identifier de 

carnitine acyl(acétyl)transférase potentielle, ni de CACT potentielle, dans le protéome 

d’Arabidopsis. Les protéines proches des CACT humaines et fongiques, identifiées chez 

plusieurs espèces de plantes, sont vraisemblablement des homologues du transporteur BOU 

d’Arabidopsis. Si l’implication de ces protéines dans le transport de carnitine ne peut être exclu 

pour autant, l’incapacité de AtBOU à complémenter une souche de levure perte de fonction 

pour la protéine CRC1 (Bourdin 2007) ne plaide pas en ce sens. 

Ainsi, les enzymes responsables de l’activité de transport des acides gras ou de l’acétate par la 

carnitine n’ont pas pu être identifiées chez les plantes. Un système utilisant l’estérification à la 

carnitine existe vraisemblablement, mais ne partage pas d’homologie de séquence et de 

structures avec son équivalent animal et fongique. Il est possible que ces enzymes aient été 

perdues chez les plantes au cours de l’évolution, et remplacées par d’autres enzymes. Il est 

possible également que ces enzymes aient fortement divergé chez les plantes, au point de perdre 

l’identité de séquence et de structure. Dans les deux cas, l’identification chez les plantes d’un 

tel système parait ardue.  

Ici encore, une démarche de génétique classique pourrait peut-être permettre d’identifier des 

enzymes impliquées dans le transport des acides gras et de l’acétate par la carnitine, sous réserve 

que ces mutants soient viables. L’identification et l’étude de mutants dépourvus d’activité CAT, 

COT ou CPT dans le plaste, le peroxysome ou la mitochondrie pourrait apporter des éléments 

de réponse quant au rôle précis de la carnitine dans la physiologie de la plante. 
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Résumé 

La carnitine est un acide aminé non protéinogène présent dans l’ensemble du vivant. Son rôle 

dans le transport intracellulaire des acides gras est bien caractérisé chez les animaux. Chez les 

plantes aussi, la carnitine intervient dans le métabolisme lipidique, mais son rôle précis demeure 

peu documenté. Chez les animaux et les levures, la carnitine est synthétisée à partir de la 

triméthyllysine (TML) via 4 réactions enzymatiques. L’identification chez les plantes de la 

TML et de la γ-butyrobétaïne, le précurseur direct de la carnitine, suggère que la voie de 

biosynthèse de la carnitine chez les plantes est similaire à celle des animaux. Une recherche 

d’homologues a permis d’identifier les deux aldéhyde déshydrogénases 10 (ALDH10) 

d’Arabidopsis comme potentiellement impliquées dans la synthèse de γ-butyrobétaïne. Dans le 

cadre de ce travail de thèse, l’implication des AtALDH10 dans la biosynthèse de carnitine et 

dans la physiologie de la plante a été étudiée. Dans un premier temps, les AtALDH10 

recombinantes ont été caractérisées in vitro. Cette étude indique qu’elles peuvent synthétiser la 

γ-butyrobétaïne, ainsi que des osmoprotectants. Ensuite, un mutant perte de fonction pour les 

deux AtALDH10 a été généré et étudié. Il présente une sensibilité accrue au stress salin, une 

hampe florale plus haute, un nombre plus élevé de hampes florales secondaires, et des siliques 

de taille réduite contenant moins de graines viables. Les graines parvenant à maturité sont 

enrichies en protéines et en lipides, et le développement de la plantule est plus rapide. Ces 

résultats suggèrent une intervention des AtALDH10 dans la réponse au stress hydrique, 

l’architecture de la plante, le développement précoce. La teneur en γ-butyrobétaïne dans les 

tissus est significativement réduite chez le mutant, confirmant le rôle des AtALDH10 dans la 

synthèse de γ-butyrobétaïne in planta. La teneur résiduelle en γ-butyrobétaïne semble suffisante 

pour maintenir une teneur en carnitine inchangée. Cela pose la question de la régulation de la 

voie de biosynthèse de la carnitine chez les plantes, et suggère un lien entre la γ-butyrobétaïne 

et la réponse au stress, les voies de signalisation et l’architecture de la plante. Outre ce travail, 

une recherche bioinformatique a permis d’identifier une protéine d’Arabidopsis dont la 

structure est proche de celle de l’enzyme humaine responsable de la conversion de la γ-

butyrobétaïne en carnitine. L’étude de cette protéine n’a pas confirmé son implication dans la 

synthèse de carnitine. L’identification et la caractérisation de mutants affectés dans la synthèse 

de carnitine ou son intervention dans le transport des acides gras serait précieuse pour une 

meilleure compréhension du rôle de la carnitine chez les plantes. 

Mots clés : carnitine, γ-butyrobétaïne, développement précoce, métabolisme lipidique, 

aldéhyde déshydrogénase 10, stress salin  
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Abstract 

Carnitine is a non-proteinogenic amino acid present in all living organisms. Its role in the 

intracellular transport of fatty acids is well characterized in animals. In plants also, carnitine is 

linked to lipid metabolism, but its precise role remains poorly understood. In animals and 

yeasts, carnitine is synthetized from trimethyllysine (TML) through 4 enzymatic steps. The 

identification in plant tissues of TML and γ-butyrobetaine, the direct precursor of carnitine, 

suggests that its biosynthesis follows the same steps. A bioinformatics research of candidates 

identified the two ALDH10 enzymes as possibly involved in the synthesis of γ-butyrobetaine. 

The present study deals with the characterization of the AtALDH10s, to elucidate their role in 

carnitine biosynthesis and plant physiology. Firstly, the two AtALDH10s were characterized in 

vitro. This study demonstrates their capability to synthetize γ-butyrobetaine, as well as 

osmoprotectants. Secondly, an Arabidopsis loss-of-function for the two AtALDH10 has been 

obtained and characterized. This mutant is more sensitive to salt stress, bears a longer main 

shoot and more secondary shoots, and smaller siliques containing less seeds. Its viable seeds 

are enriched in proteins and fatty acids, and the seedling development is faster. These results 

suggest an intervention of AtALDH10s in the resistance to osmotic stress, the control of plant 

architecture and the early development. The γ-butyrobetaine content is reduced in the mutant, 

confirming the involvement of AtALDH10s in the synthesis of γ-butyrobetaine in planta. The 

residual content of γ-butyrobetaine seems to be sufficient to maintain an unchanged level of 

carnitine in the mutant. These results raise the question of the regulation of the carnitine 

biosynthesis pathway and suggest that γ-butyrobetaine could be involved in response to osmotic 

stress, signalisation pathways and plant architecture. Besides this work, a bioinformatic 

research lead to the identification of a protein with a structure close to that of the enzyme 

involved in the conversion of γ-butyrobetaine into carnitine in humans. However, the 

characterization of this protein did not confirm its involvement in carnitine biosynthesis. The 

identification and characterization of mutants impaired in enzymatic activities linked to 

carnitine, such as its biosynthesis or its intervention in the transport of fatty acids, would be 

valuable to pave the way of a better understanding of the role of carnitine in plants. 
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