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AVANT PROPOS 

La levure Yarrowia lipolytica est une levure ascomycète qui se retrouve dans les 

milieux naturels riches en lipides et protéines comme les produits laitiers, fromage ou 

saucisses. Elles sont capables d‟utiliser comme seule source de carbone, les substrats 

hydrophobes tels que les acides gras, les triglycérides et les alcanes etc. C‟est une levure 

oléagineuse capable d‟accumuler des grandes quantités de lipides et qui représente un modèle 

eucaryote pour des études fonctionnelles sur des phénomènes de sécrétion, de biogenèse des 

peroxysomes, et d‟analyse des différents métabolismes impliqués dans l‟utilisation des 

substrats hydrophobes.  

La première partie de la revue bibliographique donnera des informations d‟une part 

sur les lipides à savoir les différents catégories de lipides et de l‟autre la synthèse et la 

dégradation de ces lipides neutres chez la levure Yarrowia lipolytica. Elle traitera donc des 

différentes étapes de la synthèse des lipides neutres, principalement des triglycérides, et les 

enzymes impliquées dans la voie d‟accumulation des lipides neutres et la formation des corps 

lipidiques. Le travail s‟articulera autour de la localisation cellulaire des protéines que codent 

les gènes DGA1 et LRO1 avec le tag Yfp d‟une part et de l‟autre par la production des 

protéines impliquées dans la voie de synthèse et de mobilisation des lipides neutres en vue de 

la production d‟anticorps dirigés contre ces protéines.  

La deuxième partie de la bibliographie traitera du cycle du glyoxylate qui est requis 

pour la croissance sur les substrats hydrophobes et les composés en C2. Le shunt glyoxylique 

important pour la régénération des cofacteurs, l‟utilisation de l‟acetyl CoA formé et pour la 

production d‟énergie via le cycle de krebs (cycle du TCA). Plusieurs compartiments 

cellulaires dont les peroxysomes, sont impliqués dans le shunt glyoxylique. Les peroxysomes 

sont des compartiments cellulaires fortement induits au cours de la croissance sur les substrats 

hydrophobes. Cette deuxième partie donnera des informations sur les enzymes du cycle du 

glyoxylate et également sur ceux du cycle du TCA car il y a une interconnexion entre les deux 

cycles. Elle traitera également des signaux d‟adressage aux différents compartiments 

cellulaires (mitochondrie, peroxysomes et cytoplasme).  

Ces différents points à savoir l‟accumulation des lipides, l‟utilisation des substrats 

hydrophobes impliquant la β-oxydation, le cycle du glyoxylate et l‟utilisation des composés 

en C2 constitueront les points essentiels de cette étude dans le but de comprendre ces 

différents phénomènes chez la levure Y. lipolytica et les relations qui existent entre eux. 
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Introduction 

1 

 

INTRODUCTION 

A. Métabolisme des lipides chez les levures 

A.1. Les lipides 

A.1.1. Généralités 

Les lipides constituent la matière grasse des êtres vivants et constituent la troisième 

grande classe de nutriments, après les glucides et les protéines. Ce sont des molécules 

organiques hydrophobes ou amphiphiles insolubles dans l'eau et solubles dans les solvants 

organiques apolaires comme le benzène, le chloroforme et l‟éther. Les lipides sont 

principalement constitués de carbone, d‟hydrogène et d‟oxygène et ont une densité inférieure 

à celle de l'eau.  

Les lipides représentent environ 20% du poids du corps humain et sont une réserve 

énergétique mobilisable stockée dans le tissu adipeux. Ils jouent également un rôle de 

précurseurs pour la synthèse des stéroïdes, des vitamines, des prostaglandines et assurent un 

rôle structurel car ils sont des constituants essentiels des membranes cellulaires. Les lipides 

peuvent se présenter à l'état solide dans les composés tels que la cire, ou à l‟état liquide, 

comme dans les huiles.  

 

A.1.2. Classification des lipides 

Les lipides des organismes vivants sont divisés en deux classes. La classe des lipides 

simples auxquelles appartiennent des molécules comme les glycérides et les stérides 

(cholestérol) et une classe de lipides complexes regroupant les glycérophospholipides qui sont 

les constituants essentiels des membranes biologiques. Par leur imperméabilité dans les 

membranes ils permettent de former les barrières entre les différents compartiments des 

cellules. 

 

A.1.2.1. Les lipides simples  

 Les acides gras 

Un acide gras est un acide carboxylique à chaine aliphatique (Figure 1). Il est le 

constituant naturellement retrouvé dans les lipides tels que les huiles et les graisses animales 

et végétales, ou les cires sous forme estérifiée. Les acides gras sont des monoacides, linéaires, 

à nombre pair de carbone, car la biosynthèse des acides gras implique l'acétyl-coenzyme A 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrophobe
http://fr.wikipedia.org/wiki/Amphiphile
http://fr.wikipedia.org/wiki/Carbone
http://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrog%C3%A8ne
http://fr.wikipedia.org/wiki/Oxyg%C3%A8ne
http://fr.wikipedia.org/wiki/Densit%C3%A9
http://fr.wikipedia.org/wiki/Huile
http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_carboxylique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Compos%C3%A9_aliphatique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Huile
http://fr.wikipedia.org/wiki/Graisse_animale
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cire
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ester
http://fr.wikipedia.org/wiki/Biosynth%C3%A8se
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ac%C3%A9tyl-coenzyme_A
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qui permet l‟ajout de deux atomes de carbone à chaque étape de la synthèse des acides gras. 

On retrouve généralement dans les acides gras naturels une chaîne carbonée de 4 à 28 atomes 

de carbone. Les acides gras se caractérisent par la longueur de la chaine aliphatique, le degré 

d‟insaturation. Ils sont dit acides gras saturés [acide butyrique (4C); acide palmitique (16C); 

acide stéarique (18C)], quand il n‟y a pas de double liaison et insaturés lorsqu‟il y a au moins 

une double liaison dans la chaine carbonée. Les acides gras sont également caractérisés par le 

nombre, la localisation et la conformation (cis/trans) de la double liaison. Dans les acides gras 

insaturés, la position de la première double liaison peut s'exprimer soit en partant du 

carboxyle (1
er

 carbone); le symbole est ∆, soit en partant du méthyle (dernier carbone); le 

symbole est oméga (ω). En médecine clinique et en biologie, la désignation des acides gras 

insaturés la plus courante est celle qui fait appel au symbole oméga (ω). Ainsi nous avons 

comme exemple de cette catégorie l‟acide oléique (C18:1ω9), l‟acide linoléique (C18 :2 ω6) et 

l‟acide α-linolénique (C18:3 ω3). Lorsque le symbole ∆ est utilisé nous avons l‟acide oléique 

qui est symbolisé par C18:1
∆9

 (avec la double liaison en position 9 à partir du groupement 

carboxyle), l‟acide linoléique par C18:2
∆9,12 

et l‟acide α-linolénique par C18:2
∆9,12,15

.
 
La 

solubilité des acides gras dépend du nombre de carbone par exemple l'acide butyrique qui a 4 

carbones est soluble dans l'eau, puis cette solubilité des acides gras baisse progressivement 

lorsque le nombre de carbone augmente et ils deviennent insolubles à partir de C10. En ce qui 

concerne le point de fusion il est aussi fonction du nombre de carbone et de double liaison. 

 

 

Figure 1: Schéma d’illustration de différentes catégories d’acides gras, avec la différence 

de degré d’insaturation et la différence entre les deux conformations cis et trans. A : acide 

gras saturé (acide octadécanoïque ou acide stéarique). B : acide gras saturé trans (acide trans-9-

octadécènoïque. C : acide gras saturé cis (acide cis-9-octadécènoïque ou acide oléique). 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Carbone
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cha%C3%AEne_carbon%C3%A9e
http://fr.wikipedia.org/wiki/Carbone
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 Les glycérides ou acyle glycérols 

Les glycérides sont des esters d‟acide gras et de glycérol (Figure 2). Ils constituent 

une classe composée de monoglycérides (MAG), de diglycérides (DAG) et de triglycérides 

(TAG). Parmi ces catégories de lipides, les triglycérides également appelés triacylglycérols 

sont les plus abondants dans les cellules eucaryotes (Daum et al., 2006) et ont été les plus 

étudiés. Ce sont des glycérides dans lesquels les trois groupements hydroxyles du glycérol 

sont estérifiés par des acides gras. Les triacylglycérols représentent les lipides naturels les 

plus nombreux, présents dans le tissu adipeux (graisses de réserve) et dans de nombreuses 

huiles végétales et graisses animales. Ils représentent une réserve énergétique importante chez 

l'homme. Ils sont solubles dans l'acétone ce qui les différencie des phospholipides (ils sont 

très apolaires). 

 

 

Figure 2 : Représentation schématique des glycérides. Les trois types de glycérides sont 

issus des combinaisons du glycérol avec les acides gras. Glycérol+1=Monoacylglycérol (MAG); 

glycérol+1+2 = Diacylglycérol (DAG) et glycérol+1+2+3 = Triacylglycérol (TAG). 

 

  

http://fr.wikipedia.org/wiki/Glyc%C3%A9ride
http://fr.wikipedia.org/wiki/Hydroxyle
http://fr.wikipedia.org/wiki/Glyc%C3%A9rol
http://fr.wikipedia.org/wiki/Esters
http://fr.wikipedia.org/wiki/Acides_gras
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 Les stérides (stérols et dérivés) 

Les stérols sont des lipides essentiels et spécifiques des cellules eucaryotes (Wagner 

et Daum, 2005) et sont bien représentés chez les animaux. Ils existent sous forme libre et sous 

forme estérifiée. Ils constituent une famille de lipides dérivés du noyau stérol dont le plus 

connu est le cholestérol. Les stérols constituent des tampons de fluidité, et de même que 

certains acides faibles constituent des tampons de pH, ils permettent de conserver une fluidité 

à peu près constante dans une gamme de température plus large. Chez les animaux, les stérols 

sont à la base de toute une famille d'hormones, les hormones stéroïdes. Les stérols libres sont 

des molécules amphiphiles qui sont incorporés dans les membranes, en revanche les esters de 

stérols sont des composés fortement hydrophobes et forment avec les triglycérides le noyau 

des particules lipidiques. Le principal stérol de la levure est l'ergostérol, qui se distingue du 

cholestérol chez les mammifères par une double liaison en position C7 et C22 et la présence 

d‟un groupement méthyle sur le carbone C24 (Figure 3).  

 

 

Figure 3 : Représentation de la structure du cholestérol et de l’ergostérol. Présence de 

double liaison en C7 et C22 dans l‟ergostérol. Ces doubles liaisons sont absentes dans le 

cholestérol. Présence également d‟un groupement méthyle en C24 dans l‟ergostérol et inexistant 

dans le cholestérol. 

 

A.1.2.2. Les lipides complexes 

 Les glycérophospholipides 

Les lipides complexes sont des lipides simples liés à des molécules de sucre, d'acides 

aminés ou des radicaux contenant du phosphore ou du soufre. Les phospholipides ont une 

partie hydrophobe constituée par deux chaînes d'acides gras et une partie hydrophile, 

représentée par le groupement phosphate, qui peut être liée à une autre molécule telle que la 
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choline. L‟élément de base des glycérophospholipides est l‟acide phosphatidique, formé d‟un 

noyau glycérol, de deux acides gras et d‟un groupement phosphate (H3PO4). Les carbones C1 

et C2 du noyau de glycérol portent les acides gras et le carbone C3 porte le groupement 

phosphate (Figure 4). L‟acide phosphatidique combiné à des composés comme la sérine, 

l‟éthanolamine, la choline et l‟inositol permet d‟aboutir à un glycérophospholipide. La plupart 

des enzymes impliquées dans la biosynthèse des phospholipides cellulaires sont  associées 

aux membranes. Dans les cellules de mammifères, la majorité des phospholipides est 

synthétisée dans le réticulum endoplasmique (Dennis et al., 1972). Néanmoins les 

phospholipides requis dans les fonctions mitochondriales telles que la cardiolipine et son 

précurseur le phosphatidylglycérol ainsi que la phosphatidyléthanolamine, elle-même issue de 

décarboxylation de la phosphatidylsérine, sont synthétisés dans les membranes 

mitochondriales (Daum et al., 1985). Plusieurs enzymes sont impliquées dans la dégradation 

des phospholipides. La phospholipase D coupe la liaison entre la choline et le phosphate, la 

phospholipase C a pour rôle l‟hydrolyse de la liaison entre le phosphate et le carbone C3 du 

noyau de glycérol et les phospholipases A1 (PLA1) et A2 (PLA2) sont chargées de libérer des 

acides gras respectivement de carbonee C1 et C2 du noyau de glycérol (Figure 4). 

 

Figure 4: Représentation d’un phospholipide cas de la phosphatidylcholine  
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La phosphatidylcholine (PC) plus connue sous le nom de lécithine, est le 

phospholipide le plus abondant dans les membranes des eucaryotes. En dehors du fait qu‟il 

joue un rôle de composant membranaire, il intervient dans la transduction du signal comme 

précurseur des lipides impliquant un acide phosphatidique (PA) et un DAG (Exton, 1998; 

Rudge et al., 2001). Une perturbation du métabolisme de la PC a été trouvée dans de 

nombreux cas pathologiques tels que la maladie d‟Alzheimer (Nitsch et al., 1992), et dans 

l'apoptose (Cui et al., 2002) montrant l‟importance de cette molécule chez les eucaryotes. 

Pour l‟étude des fonctions spécifiques de la phosphatidylcholine, Saccharomyces cerevisiae 

constitue un organisme modèle car environ 50% des phospholipides chez cette levure sont de 

la phosphatidylcholine (Daum et al., 1999). Comme chez les mammifères il existe deux voies 

de biosynthèse de la phosphatidylcholine. La voie la plus importante correspond à la triple 

méthylation de la phosphatidyléthanolamine (PE), qui est également un phospholipide, par les 

enzymes Cho2 et Opi3 (Carman et al., 1996). La deuxième voie implique le transfert d‟une 

phosphocholine de la CDP-choline (forme activée de la choline) sous l‟action d‟une 

diglycéride phosphocholine transférase (voie de Kennedy) à partir d‟un diglycéride 

membranaire (Kent, 1995; McMaster et al., 1994).  

La phosphatidylsérine (PS) peut être considérée à la fois comme un produit fini et un 

intermédiaire de biosynthèse car elle est retrouvée dans les membranes des cellules 

eucaryotes, et constitue un précurseur de la phosphatidyléthanolamine. Néanmoins son rôle 

dans la membrane est moins  important que son rôle d‟intermédiaire de biosynthèse parce que 

les cellules incapables de faire la synthèse de la PS peuvent croitre en présence 

d'éthanolamine (Voelker et Frazier, 1986), de P-éthanolamine (Kuge et al., 1986), chez les 

autres eucaryotes et de choline chez la levure (Atkinson et al., 1980; Nikawa et al., 1981). La 

PS est synthétisée par le transfert d‟un phosphate à partir du CDP (cytidine 

diphosphoglycérol) diacylglycérol chez la levure ou à partir de la phosphatidyle-éthanolamine 

ou d'un phosphatidylcholine chez les mammifères. La phosphatidyle-éthanolamine chez les 

eucaryotes, peut provenir soit de décarboxylation de la phosphatidyle-sérine soit à travers 

l‟incorporation d‟une éthanolamine via la voie de la CDP-éthanolamine (voie de kennedy). Le 

phosphatidyle-inositol (PI) a été l‟objet de nombreuses études car il joue un rôle important 

dans la transduction du signal. La phosphatidyle-inositol-4,5-bisphosphate (PI-4,5-P2) 

constitue un substrat pour la phospholipase C qui est activée en réponse à une large variété de 

stimuli hormonaux.  

 

 

http://fr.wikipedia.org/wiki/L%C3%A9cithine
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 Les sphingolipides 

Les sphingolipides sont des amides de la sphingosine qui se forment par liaison du 

carboxyle de l'acide gras sur le NH2 de la sphingosine. Le plus simple des sphingolipides est 

la céramide ou acylesphingosine qui comporte un acide gras saturé à longue chaîne. Parmi les 

sphingolipides on distingue aussi la sous-classe des sphingomyélines constituée de 

l'association d‟une sphingosine, d‟un acide gras et d‟une phosphorylcholine. Chez les 

mammifères, l'acide gras le plus fréquent dans les sphingolipides est l'acide lignocérique qui 

est une molécule ionisée au pH du sang. La sphingomyéline est un composé qui se retrouve 

généralement dans le tissu nerveux (gaines de myéline) et dans les membranes. Et la 

déficience en sphingomyélinase entraîne son  accumulation dans le cerveau, la rate et le foie. 

Une autre catégorie de sphingolipides est constituée de glycolipides et regroupe 

d‟une part les cérébrogalactosides ou galactosylcéramides constitués de sphingosine, d‟un 

acide gras et d‟une ß-D-galactose, et de l‟autre par les cérébroglucides ou glucosylcéramides, 

constitués d‟une sphingosine, d‟un acide et d‟une molécule de ß-D-Glucose. Les glucides sont 

liés à la sphingosine par une liaison ß osidique. La troisième classe de glycolipides chez les 

mammifères est constituée par les gangliosides ou oligosylcéramides constitués de 

sphingosine, d‟un acide gras et d‟une chaine constituée de plusieurs oses et dérivés d‟oses. Ils 

sont abondants dans les ganglions d'où leur nom. Ces oligosides sont présents sur la face 

externe de la membrane plasmique. Ils sont spécifiques et reconnus par des protéines telles 

que les toxines bactériennes. 

 

A.2. Synthèse et stockage des lipides neutres chez les levures 

A.2.1. Généralités  

La synthèse des lipides neutres est un phénomène qui se produit dans tous les règnes 

de la vie (Müllner et al., 2004), réflétant un processus métabolique de base (Wagner et 

Daum., 2005). Les lipides synthétisés sont mis en réserve sous forme de triacyglycérols 

(TAGs) et d‟esters de stérols (SE) qui sont par conséquent la plus importante forme de 

stockage des lipides (Müllner et al., 2004), d‟énergie et des acides gras nécessaires pour la 

biosynthèse des membranes chez les eucaryotes (Sorger et Daum, 2003; Wagner et al., 2009). 

Ces lipides neutres, stockés dans les corps lipidiques (Sorger et Daum, 2003), et notamment 

rencontrés chez les plantes et chez les levures comme S. cerevisiae (Czabany et al., 2006) et 

chez certaines levures qualifiées de levures oléagineuses telles que Y. lipolytica. Bien que 

considérée comme non oléagineuse, S. cerevisiae accumule des triacyglycérols et des esters 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22M%C3%BCllner%20H%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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de stérol sous forme de particules lipidiques qui se composent de 51% de TAG et 44% de SE 

et contribuent jusqu'à 70% de la teneur en lipides totaux (Leber et al., 1994). La teneur totale 

en lipides chez S. cerevisiae varie en fonction des conditions de culture et peut aller de 3,5 et 

10,7% du poids sec cellulaire (Johnson et al., 1972). Par contre chez les levures oléagineuses, 

les lipides peuvent représenter 40 à 70% du poids sec (Ratledge, 1994). 

 

A.2.2. Voie de Kennedy 

Comme indiqué plus haut, la phosphatidylcholine est le produit final de la synthèse 

des phospholipides et le constituant majeur des membranes chez S. cerevisiae. Il y a deux 

voies alternatives pour la synthèse de la phosphatidylcholine chez cette levure. Nous avons la 

voie du CDP-DAG et la voie de la CDP-choline qui est également appelée la voie Kennedy. Il 

existe un élément essentiel, appelé CTP (Cytidine triphosphate) synthétase, qui forme le CTP 

à partir de l‟UTP et fournit les intermédiaires pour la synthèse des phospholipides que sont la 

CDP-DAG, la CDP-ethanolamine et le CDP-choline (Carman et henry, 2007 ; Chang et 

Carman, 2008). 

Tous les principaux phospholipides proviennent du phosphatidate (PA), via le CDP-

diacylglycérol (CDP-DAG) et le diacylglycérol (DAG). Le CDP-DAG est également utilisé 

pour la synthèse de phosphatidylglycérol et de la cardiolipine (Li et al., 2007). Le DAG est 

utilisé pour la synthèse des lipides de stockage (TAG) d‟une part et de l‟autre pour la synthèse 

de la PE et de la PC. La synthèse de la PE et de la PC se fait respectivement via les branches 

de la CDP-éthanolamine et de la CDP-choline qui constituent la voie de Kennedy (Chang et 

al., 2008 ; Rajakumari et al., 2008). La PC est principalement synthétisée chez S. cerevisiae 

par la voie du CDP-DAG alors que la voie de la CDP-choline (voie de Kennedy) n‟est 

essentielle pour la synthèse de la PC, que lorsque les enzymes de la voie du CDP-DAG sont 

défectueuses. Par exemple, des mutants défectueux dans la synthèse du PS, PE ou PC ont 

besoin de choline pour la croissance afin de synthétiser la PC via la voie de CDP-choline. Les 

mutants pouvant synthétiser de la PS et de la PE peuvent également synthétiser la PC si de 

l'éthanolamine est ajoutée dans le milieu de culture. L'éthanolamine est utilisée pour la 

synthèse de la PE par la voie CDP-éthanolamine et la PE peut être méthylée pour former la 

PC via la voie du CDP-DAG. La voie de la CDP-choline est donc considérée comme une voie 

auxiliaire ou de secours pour les cellules lorsque la voie du CDP-DAG est compromise 

(Carman et Henry, 1999). L'éthanolamine et la choline, qui sont nécessaires pour la voie de 

Kennedy, peuvent être obtenues par conversion de la PE et de la PC issues de la voie de la 
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CDP-DAG sous l‟action de la phospholipase D (Patton-Vogt et al., 1997). Il a été montré que 

les mutants (cho1, psd1/psd2, cho2 et opi3) défectueux pour la voie du CDP-DAG pouvaient 

synthetiser de la PE ou de la PC si le milieu de culture était complémenté par l'éthanolamine, 

la choline, la lysoPE et la lysoPC (Riekhof et Voelker, 2006). L‟éthanolamine et la choline 

sont convertis en PE et PC par le biais de la voie de Kennedy tandis que la lysoPE et la 

lysoPC sont acylées pour donner respectivement la PE et la PC sous l‟action d‟une 

lysophospholipide acyltransférase (Riekhof et al., 2007 ; Jain et al., 2007).  

 

Figure 5 : Représentation schématique de la voie de synthèse des phospholipides mettant en 

évidence les voies de la CDP-DAG et de Kennedy. La voie de Kennedy est représentée en vert et la 

voie du CDP-DAG en rouge. Les deux voies sont impliquées dans la synthèse de la 

phosphatidylcholine qui est le principal phospholipide chez S. cerevisiae. PA (phosphatidate) ; Etn 

(ethanolamine) ; P-Etn (phosphoethanolamine) ; CDP-DAG (CDP-diacylglycerol) ; CDP-Etn (CDP-

ethanolamine) ; CDP-Cho (CDP-choline) ; PI (phosphatidylinositol) ; PG (phosphatidylglycerol) ; PS 

(phosphatidylserine) ; PE (phosphatidylethanolamine) ; CL (cardiolipine) ; PC (phosphatidylcholine) ; 

SLs (sphingolipids) ; PIPs (polyphosphoinositides) ; TAG (triacylglycérols) ; DAG (diacyglycérols) ; 

PME (phosphatidylmonomethylethanolamine) ; PDE, phosphatidyldimethylethanolamine)  

(Carman et Henry, 2007). 
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A.2.3. Voie de l’accumulation des lipides neutres 

A.2.3.1. Les enzymes de la voie d’accumulation des lipides neutres 

Plusieurs gènes interviennent dans l‟accumulation des lipides chez les levures. 

Certains de ces gènes sont responsables de la synthèse des protéines spécifiques qui 

interviennent à des étapes précises de la voie de synthèse des lipides neutres chez les 

eucaryotes en général et chez les levures en particulier. La levure S. cerevisiae, est un 

organisme modèle pratique pour l'étude des lipides eucaryotes parce que la biosynthèse des 

lipides et glycolipides chez cette levure est très similaire à celle d‟un large éventail d‟espèces 

y compris les plantes supérieures et les mammifères. 

 Les enzymes intervenant dans l’accumulation des triglycérides. 

Il a été clairement montré que la première étape de la biosynthèse des 

phospholipides, implique l'acylation du glycérol-3-phosphate (G-3-P) à la position sn-1 par 

une glycerol-3-phosphate acyle transferase (Zheng et Zou, 2001) pour former l'acide 

lysophosphatidique (LPA) qui constitue le précurseur pour la synthèse des 

glycérophospholipides en général et en particulier des triacylglycérols chez les eucaryotes 

(Dircks et al., 1999; Christiansen, 1978). Cette enzyme est codée par le gène SCT1 chez les 

levures telles que S. cerevisiae et Y. lipolytica. Dans les cellules eucaryotes, il existe plusieurs 

formes de la G-3-P acyle-transférase et ces isoenzymes sont localisées dans différents 

compartiments cellulaires (Dircks et al., 1997; Murata et al., 1997). Les gènes codant pour 

des G-3-P acyle-transférases mitochondriales chez les mammifères et chez les plantes ont été 

isolés (Dircks et al., 1997; Murata et al., 1997). 

L‟enzyme 1-acyle-sn-glycérol-3-phosphate acyle-transférase (AGAT) codée par le 

gène SLC1 (Figure 6), catalyse l'acylation de l'acide lysophosphatidique pour former l'acide 

phosphatidique. C‟est une activité enzymatique intermédiaire clé dans la formation de 

glycérophospholipides et triacylglycérols dans le métabolisme lipidique en général. Cette 

enzyme se retrouve dans les particules lipidiques et les microsomes (Athenstaedt et al., 1997; 

Athenstaedt et al., 1999).  

L‟enzyme 3-sn-phosphatidate phosphohydrolase (PAP), (EC 3.1.3.4) catalyse la 

déphosphorylation (Mg
2+ 

dépendante) de l‟acide phosphatidique permettant la formation d‟un 

diglycéride (DAG) et d‟un phosphate inorganique. Le diglycéride ainsi formé va, par la voie 

de synthèse de novo des lipides ou voie de Kennedy, être utilisé pour la formation d‟un 

phospholipide (Carman et al, 2006). L‟activité de la phosphatidate phosphatase a été révélée 

pour la première fois chez les animaux par Kennedy et ses collaborateurs (1957). Depuis cette 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dircks%20L%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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date de nombreuses études ont montré l‟importance de la phosphatidate phosphatase dans le 

métabolisme des lipides (Carman, 1997 ; Nanjundan et al., 2003). Plus récemment un gène 

codant pour cette enzyme a été isolé chez S. cerevisiae. Ce gène nommé PAH1 était au 

préalable nommé SMP2 (Han et al., 2006). Le rôle de la phosphatidate phosphatase (PAP) 

dans le métabolisme des lipides a été élucidé en menant des études avec les souches dont le 

gène PAH1, codant pour cette protéine a été disrupté. Ces études ont montré que le mutant 

∆pah1 accumule de fortes concentrations de PA et présente un très faible taux d‟accumulation 

de DAG et de TAG. La suppression de ce gène entraine une augmentation de la quantité des 

principaux phospholipides, des esters de stérols, et des acides gras libres (Han et al., 2007). 

Toutes ces observations montrent l‟importance de cette enzyme dans le métabolisme des 

lipides. L‟absence du gène codant pour la PAP, réduit l‟accumulation des TAG d‟environ 

90% (Petérfy et al., 2001 ; Donkor et al., 2007 ; Nadra et al., 2008). 

Plusieurs études ont été menées sur la formation des TAGs à partir de DAG. Parmi les 

enzymes qui catalysent cette dernière étape de la formation des triglycérides, il y a l‟acyle-

coenzyme A: diacylglycérol acyle-transférase (DAGAT, EC 2.3.1.20) qui utilise un di-acyle-

glycérol (DAG) et l'acyle-CoA comme substrats (Lehner et al. 1996). Cette enzyme codée par 

le gène DGA1 (Figure 6) chez les levures comme S. cerevisiae et Y. lipolytica, est sans doute 

la plus importante de la voie de biosynthèse des triacyglycérols (TAG). Pendant longtemps la 

DAGAT a été considérée comme la seule enzyme impliquée dans la formation des 

triglycérides mais des gènes codant des enzymes ayant des séquences très proches de celle de 

l'acyle-CoA: cholestérol acyle-transférase (ACAT) humaine, ont été identifiés dans les plantes 

(Hobbs et al., 1999 ; Routaboul et al., 1999 ; Zou et al., 1999) et la souris (Cases et al., 1998; 

Smith et al., 1999). Cependant une autre enzyme avec une séquence très différente de celle 

des ACATs, a été découverte dans le champignon oléagineux Mortierella ramanniana 

(Lardizabal et al., 2000). Les enzymes DAGATs sont principalement retrouvées dans les 

microsomes (Settlage et al., 1995; Triki et al., 1999) mais aussi dans les corps lipidiques 

(Kamisaka et al., 1994 ; Kamisaka et al., 1997; Pilla et al., 1998 ; Kamisaka et al., 1999). 

Chez la levure Rhodotorula glutinis un complexe multienzymatique cytoplasmique contenant 

une DAGAT a été révélé (Gangar et al., 2001). Ces auteurs ont montré que la fraction 

membranaire et la fraction soluble sont impliquées dans la formation TAG. 

Un homologue de l‟acyle-coenzyme A: diacylglycérol acyltransférase (DAGAT) codé 

par le gène YALIOE32769g a été identifié chez la levure Yarrowia lipolytica. Une souche 

délétée pour DGA1 montre une baisse du taux d‟accumulation des triglycérides de 55% par 

rapport à la souche sauvage (Beopoulos et al., 2008) montrant que DGA1 joue un rôle majeur 
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dans la synthèse des triglycérides chez la levure Y. lipolytica. La contribution dans 

l‟accumulation des lipides de Dga1p est de 30% pendant la phase exponentielle et de 60% 

pendant la phase stationnaire (Beopoulos et al, 2008).  

La formation des triglycérides via la voie indépendante d‟un acyle-CoA nécessite un 

glycérophospholipide comme donneur d'acyle pour l‟estérification du diglycéride. L'enzyme 

codée par le gène LRO1 (Figure 6), catalyse le transfert du groupement acyle et combine les 

fonctions d'une phospholipase A2 et d‟une acyle-transférase. Cette réaction aboutissant à la 

formation de triglycérides est catalysée par la phosphatidylcholine di-acyle-glycérol acyle-

transférase et c‟est une voie de synthèse qui a été identifiée chez les plantes et également chez 

les levures (Dahlqvist et al, 2000) telles que S. cerevisiae (Oelkers et al, 2000).  

Chez les mammifères ces deux fonctions (fonctions de phospholipase et 

d‟acyltransférase) sont assurées par une lécithine-cholestérol acyle-transférase (LCAT) 

(McLean et al, 1986). Une analyse poussée du gène LRO1 de la levure a révélé une similarité 

de 27% de la protéine phosphatidylcholine-DAGAT codée par LRO1 avec la LCAT humaine. 

Comme son nom l‟indique l'enzyme humaine utilise la phosphatidylcholine comme donneur 

d'acyle et des stérols comme accepteurs de groupement acyle, pour former des esters de 

stérols. Néanmoins une LCAT de porc purifiée a permis d‟obtenir une petite quantité de 

triglycérides lorsque le substrat est un diglycéride (Czarnecka et al., 1993). Comme son 

homologue humain, Lro1p utilise des glycéro- phospholipides comme donneurs d‟acyles mais 

transfère le groupement acyle en position sn-3 du diglycéride. In vitro, Lro1p catalyse le 

transfert du groupement acyle de la position sn-2 de la phosphatidylcholine (PC) et de la 

phosphatidyléthanolamine (PE) sur le diglycéride avec une certaine préférence de substrat 

pour la PE.  

La disruption du gène LRO1 chez S. cerevisiae entraine une réduction de 40% de la 

quantité de triglycérides accumulés par rapport à la souche sauvage (Sorger et Daum, 2002). 

Chez Y. lipolytica l‟homologue de LRO1 est YALIOE16797g (YlLRO1), qui code un 

phospholipide: diacylglycérol acyle-transférase et joue un rôle très important dans 

l‟accumulation des lipides chez cette levure. Il a été montré que YlLRO1 est responsable de la 

formation de 35% des lipides à la fin de la phase stationnaire et a un rôle mineur au cours de 

la phase exponentielle, contrairement à S. cerevisiae, chez qui la délétion de LRO1, entraine la 

réduction de l‟accumulation des lipides de 75 % en phase exponentielle. Chez Yarrowia on 

note une diminution de l‟accumulation des lipides neutres de 70% en phase stationnaire dans 

une souche délétée pour YlLRO1. 
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Figure 6 : Représentation schématique la voie de synthèse des triglycérides (TAG). Cette voie 

implique différentes enzymes : ADR (1-acyle-dihydroxyacétone-phosphate réductase); AGAT (1-acyle-

glycérol-3-phosphate acyle-transférase); DAG (di-acyle-glycérol), DGAT (di-acyle-glycérol acyle-

transférase); DHAP (dihydroxyacétone-phosphate); DHAPAT (dihydroxyacétone-phosphate acyle-

transférase), G3P (glycérol-3-phosphate), GAT (glycérol-3-phosphate acyle-transférase), LPA (acide 

lysophosphatidique), PA (acide phosphatidique) PAP (phosphatidate phosphatase), TAG (triacyle-

glycérol), CoA : coenzyme A. 

 

 Les enzymes intervenant dans la synthèse des esters de stérols  

Les stérols peuvent être estérifiés par deux types d'enzymes pour donner les esters de 

stérols. L‟une des enzymes chez l‟être humain est la lécithine : cholestérol acyle-transférase 

(LCAT), qui catalyse la formation des esters de stérol indépendamment de l'acyle-CoA en 

utilisant des phospholipides comme donneurs d'acyle. La seconde est une acyle-CoA 

cholestérol acyletransférase (ACAT) qui forme les esters de stérols en utilisant un acyle-CoA 

comme donneur d‟acyle. Des études par Blast ont été menées en utilisant l‟ACAT humaine 

pour rechercher des homologues chez la levure Saccharomyces cerevisiae, et ont permis 

d‟identifier deux gènes ARE1 et ARE2 qui sont responsables de la synthèse d‟ester de stérol 
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chez cette levure. Ils codent deux isoenzymes qui sont des acylcoenzyme A: stérol acyle-

transférases (ASAT) (Yang et al., 1996; Yu et al., 1996; Zweytick et al., 2000).  

Ces deux gènes présentent 50% de similarité entre elles et 24% de similarité avec 

l‟ACAT humaine (Yu et al., 1996; Yang et al., 1996). La localisation de ces deux enzymes a 

été réalisée par des analyses biochimiques (Zinser et al., 1993) et par visualisation au 

microscope optique après la fusion des protéines avec la GFP. Il a été montré que l‟enzyme 

Erg4p (catalysant l‟étape finale de la biosynthèse de l‟ergostérol) chez S. cerevisiae est aussi 

localisée dans les membranes du réticulum endoplasmique (Zweytick et al., 2000). 

La délétion des gènes ARE1 et ARE2 entraine la suppression totale de l‟estérification 

des stérols montrant bien que ces deux gènes sont les seuls responsables de la synthèse des 

esters de stérols (SE). La surexpression des protéines Are1p ou Are2p dans une souche 

délétée de ces deux gènes a montré que Are2p seule permet de restaurer l‟activité de synthèse 

des esters de stérols (STE synthase) à un niveau comparable à celui de la souche sauvage. 

Mais bien que le gène ARE2 soit délété, on note une activité ester de stérol synthase résiduelle 

montrant ainsi que ARE1 joue aussi un rôle dans l‟estérification des stérols. Néanmoins ARE2 

reste le principal responsable de la synthèse des esters de stérol chez cette levure.  

 

A.2.3.2. Les différentes étapes de la formation des triglycérides 

Les triglycérides encore appelés triacylglycérols (TAG) sont la plus importante 

forme de stockage des lipides (Sorger et al., 2003) et comme dans les cellules de mammifères, 

la synthèse de novo de triglycérides a été initiée à partir de deux voies différentes, à savoir la 

voie du glycérol-3-phosphate (G-3-P) et la voie de la dihydroxyacétone phosphate (DHAP), 

(Athenstaedt et al., 1999). La synthèse des triglycérides se fait en deux phases. La première 

phase comporte différentes réactions aboutissant à la formation de diacylglycérol (DAG) et 

dans la deuxième phase, une réaction d'acylation convertit le diacylglycérol en triacylglycérol 

(TAG).  

Au cours de la première phase, le glycérol-3-phosphate (G-3-P) est acylé par la G-3-

P acyle-transférase (GAT) à la position sn-1 pour former l‟acide lyso-phosphatidique (LPA) 

qui est à son tour acylé par la 1-acyle-G-3-P acyle-transférase (AGAT) à la position sn-2, 

produisant ainsi de l'acide phosphatidique (PA). Alternativement, le dihydroxyacétone 

phosphate (DHAP) est acylée à la position sn-1 par le dihydroxyacétone phosphate acyle-

transférase (DHAPAT) pour donner la 1-acyle- dihydroxyacétone phosphate (1-acyle-DHAP) 

qui est ensuite réduit par la 1-acyle-DHAP réductase (ADR) pour donner l‟acide 
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lysophosphatidique (LPA). L‟acide phosphatidique peut également se former à partir de 

phospholipides sous l‟action de la phospholipases D ou à partir de la phosphorylation d‟un 

diacyleglycéride (DAG) par une diacylglycérol-kinase. Une déphosphorylation de l'acide 

phosphatidique est par la suite catalysée par une phosphatidate phosphatase (PAP) pour 

donner un diacylglycérol (DAG), qui peut également être formé à partir d‟un triacylglycérol 

(TAG) sous l‟action d‟une triacylglycérol lipase ou à partir de phospholipides sous l'action de 

la phospholipase C. 

La deuxième étape de la formation du triglycéride à partir du diglycéride peut se faire avec 

différents donneurs d‟acyles. Le diacylglycérol (DAG) est d‟une part, un précurseur de la 

synthèse de l‟amino-glycéro-phospholipide par la voie de Kennedy, donc un intermédiaire clé 

dans la formation de lipides membranaires (Kent, 1995; Carman et al., 1996; Daum et al., 

1998; Carman et al., 1999; Voelker, 2000), et de l‟autre un substrat pour la formation de tri-

acyle-glycérols. La conversion du diglycéride en triglycéride peut se faire par une acylation 

en utilisant un acétyle coenzyme A et la réaction sera donc catalysée par une diacylglycérol 

acyletransférase (DAGAT) codée par le gène DGA1 (Oelkers et al., 2002; Sorger et Daum, 

2003). La formation des TAG peut également se faire en utilisant un phospholipide. 

L‟enzyme responsable de l'acylation des DAG à partir de phospholipides utilisés comme 

donneurs d‟acyles (Dahlqvist et al., 2000; Oelkers et al., 2000) est une DAGAT homologue à 

la LCAT humaine et est codée par le gène LRO1 chez les levures telles que la levure Y. 

lipolytica. 

 

A.2.3.3. La synthèse des esters de stérols 

Les esters de stérols sont le résultat d‟une estérification en C3 du groupement 

hydroxyle et comme pour les triglycérides le donneur d‟acyle peut être un acyle-CoA ou un 

glycérophospholipide. 

La synthèse de novo de l'ergostérol commence avec le précurseur de l'acétyle-CoA et 

comprend une série de réactions de condensation, de déméthylation, de déshydratation et 

d‟une méthylation en C24 avec le S-adenosyl méthionine. Chez la levure S. cerevisiae, 

l'estérification des stérols est une réaction qui utilise comme donneur d‟acyle un acyle-CoA, 

et cette réaction est catalysée par une enzyme qui a des caractéristiques biochimiques proches 

de l'acyle-CoA : cholestérol, acyle-transférase (ACAT) humaine (Chang et al., 1993). 
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A.2.3.4. Mécanisme de formation des corps lipidiques 

Comme nous l‟avons dit plus haut les principaux lipides neutres chez les eucaryotes 

et les levures comme S. cerevisiae (Czabany et al., 2006) et Y. lipolytica (Athenstaedt et al., 

2006) sont les triacylglycérols (TAG) et les esters de stérol (SE). Ces lipides non chargés sont, 

chez la majorité des eucaryotes et chez certaines bactéries Gram-positives, séquestrés dans 

des compartiments intracellulaires appelés particules lipidiques, gouttelettes lipidiques, corps 

lipidiques ou encore oléosomes et sphérosomes chez les plantes.  

La structure des corps lipidiques est similaire à celle des lipoprotéines de 

mammifères (Kostner et al., 1989) et est constituée d‟une monocouche de phospholipides 

contenant quelques protéines entourant un noyau formé par les lipides neutres. Chez S. 

cerevisiae, les triglycérides et les esters de stérols sont à peu près en mêmes quantités dans les 

corps lipidiques (Leber et al., 1994). En revanche, chez Y. lipolytica, les corps lipidiques 

contiennent principalement des triacylglycérols et seulement une faible quantité d‟esters de 

stérol. La forte proportion de triglycérides par rapport aux esters de stérols chez Y. lipolytica 

fait que les corps lipidiques de cette levure ressemblent plus à ceux des adipocytes qu‟à ceux 

d‟autres levures (Athenstaedt et al, 2006). Chez Y. lipolytica, la composition en lipides et 

protéines des corps lipidiques dépend des conditions de croissance. Le passage de la culture 

en milieu glucose à la culture en milieu acide oléique permet l‟augmentation de la taille et 

aussi le changement de la composition des particules lipidiques. 

La biogenèse des corps lipidiques n‟est pas encore clairement élucidée. Le modèle de 

biogénèse proposé par Czabany et ses collaborateurs (2007), stipule que les enzymes 

impliqués dans l‟accumulation des lipides sont localisées dans certaines régions spécifiques 

du réticulum endoplasmique granuleux favorisant la synthèse des lipides neutres dans ces 

régions.  

Les triglycérides et les esters de stérols étant incapables de s‟intégrer dans la 

bicouche phospholipidique, des microgouttelettes qui sont les précurseurs des corps 

lipidiques, sont formés par ces molécules hydrophobes entre les deux feuillets de la bicouche 

du réticulum endoplasmique. Lorsque ces gouttelettes lipidiques atteignent une certaine taille, 

elles forment par bourgeonnement du réticulum endoplasmique (Murphy et al, 2001), des 

corps lipidiques avec des protéines dépourvues de domaines transmembranaires. La 

participation de certains composés lipophiles, tels que les hormones stéroïdes ou les 

prostaglandines, a été démontrée dans la formation des corps lipidiques (Weller et al, 1994). 
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Plusieurs résultats expérimentaux ont permis d‟appuyer ce modèle de biogénèse des 

corps lipidiques. D‟abord l'analyse de toutes les protéines localisées dans les corps lipidiques 

a montré qu‟elles sont toutes impliquées dans le métabolisme des lipides. Ensuite il a été 

montré que la plupart des protéines des particules lipidiques (LP) sont dépourvues de 

domaines transmembranaires d‟après les prédictions in silico (Athenstaedt et al, 1999). La 

quasi-totalité des protéines que l‟on trouve dans les corps lipidiques a été également détectée 

dans le réticulum endoplasmique. Une représentation schématique de la formation des corps 

lipidiques est décrite dans la Figure 7. 

Enfin, dans une souche de S. cerevisiae délétée pour les gènes DGA1, LRO1, ARE1 

et ARE2, codant pour la synthèse de TAG et SE, on note une absence totale de formation de 

corps lipidiques, mais la croissance de ce quadruple mutant n‟est pas affectée (Sorger et al, 

2004). Cette observation indique que le stockage et la synthèse des lipides neutres n'est pas 

indispensable pour la levure (Sorger et Daum, 2002; Sandager et al, 2002). 

 

 

 

Figure 7 : Représentation schématique d’un modèle de formation des particules lipidiques. 
Les triacylglycérols (TAG) et les esters de stérol (ES) synthétisés s'accumulent entre les deux 

feuillets de la bicouche phospholipidique. Ces lipides neutres finissent par bourgeonner pour 

donner les particules lipidiques matures (Czabany et al., 2006). 
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A.3. Mobilisation et dégradation des lipides  

Les lipides neutres accumulés dans les corps lipidiques peuvent servir de réserve 

pour répondre rapidement au changement de conditions environnementales. La dégradation 

des triglycérides et des esters de stérols conduit à la libération de diglycérides, de stérols et 

d‟acides gras libres. Les stérols libérés vont servir de substrat pour la synthèse de l‟ergostérol 

(Daum et al, 1998). Les diglycérides peuvent rentrer dans la voie de synthèse des lipides via 

la voie de Kennedy. Ils réagissent alors avec le CDP-éthanolamine ou la CDP-choline pour 

engendrer la phosphatidyle-éthanolamine et la phosphatidyle-choline (Kent et al, 1995). Les 

acides gras issus de l'hydrolyse des triglycérides et des esters de stérols peuvent réagir avec un 

CoA pour être ensuite incorporés dans les glycérophospholipides et les sphingolipides. Un 

disfonctionnement dans la mobilisation des lipides neutres et de la β-oxydation peut entrainer 

chez l‟homme des maladies comme l'athérosclérose, l'obésité et le diabète démontrant 

l‟importance de ce processus métabolique 

 

A.3.1. Mobilisation des triglycérides 

La mobilisation des triglycérides implique l‟hydrolyse des triglycérides qui est 

catalysée par les triacylglycérol lipases (Tglp). Les enzymes qui interviennent dans 

l‟hydrolyse des triglycérides chez la levure S. cerevisiae ont été identifiés. Il s‟agit des 

enzymes Tgl1p, Tgl3p, Tgl4p et Tgl5p ( Figure 8) qui ont une forte affinité pour les 

triglycérides et non pour les esters de stérols à l‟exception de Tgl1p. Ces enzymes font partie 

d‟une nouvelle famille de lipases comprenant aussi la lipase ATGL homologue de Tgl3p 

récemment découverte chez les mammifères (Zimmermann et al, 2004), de la lipase 

“Brummer” de Drosophila melanogaster (Grönke et al, 2005), et de la lipase SDP1 

récemment identifiée chez Arabidopsis thaliana (Eastmond, 2006). Une triacylglycérol lipase 

CpLIP2 qui présente les mêmes caractéristiques que Tgl3p, Tgl4p et Tgl5p a été identifiée 

également chez Candida parapsilosis, mais le recherche d‟homologie avec les autres lipases a 

montré que cette lipase CpLIP2 à des similarités avec 11 lipases de C. albicans (42±61%) et 

la lipase A Candida antarctica (31%) mais pas avec les autres lipases (Neugenot et al, 2002). 

Les enzymes Tglp sont localisés dans les corps lipidiques (Czabany et al., 2006) et dans la 

membrane plasmique. 
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A.3.2. La dégradation des esters de stérols 

La dégradation des esters de stérols a longtemps été un sujet mal élucidé car dans un 

premier temps certains chercheurs avaient montré que les hydrolases d‟ester de stérol étaient 

localisés dans les mitochondries (Taketani et al, 1978), tandis que les recherches plus récentes 

sur la localisation de ces hydrolases menées par Zinser et ses collaborateurs (1993) ont révélé 

une activité ester de stérol hydrolase dans la membrane plasmique. 

Il a été montré par la suite que l‟hydrolyse des esters de stérol, chez S. cerevisiae est 

catalysée par une enzyme codée par un gène nommé YEH2. Cette enzyme est localisée dans la 

membrane plasmique (Müllner et al, 2005). Mais des chercheurs ont montré que chez le 

mutant yeh2on note toujours une activité d‟hydrolase d‟ester de stérol et à la suite de toutes 

ces analyses et observations ils ont pu révéler l‟existence de deux autres gènes codant deux 

protéines Tgl1p et Yeh1p ( Figure 8) ayant des caractéristiques communes aux membres de la 

famille des hydrolases d‟ester de stérol chez les levures (Köffel et al, 2005).  

 Figure 8 : Représentation schématique de la dégradation des triglycérides et des esters de stérol. 
La dégradation de TAG libère des acides gras libres (AGL) et des diglycérides (DAG) sous l‟action 

des triacylglycérol lipases Tgl1p, Tgl3p, Tgl4p, Tgl5p. La dégradation des esters de Stérol (SE) sous 

l‟action des hydrolases d‟ester de stérol Tgl1p, Yeh1p et Yeh2p engendre des acides gras libres et des 

stérols (Athenstaedt et Daum, 2005 ; Czabany et al., 2006). 

 

L‟enzyme Tgl1p hydrolyse aussi bien les triglycérides que les esters de stérol chez S. 

cerevisiae (Jandrositz et al., 2005). Contrairement à Yeh2p qui a été localisé dans la 

membrane plasmique, les deux autres enzymes rencontrées chez les levures Tgl1p et Yeh1p 

se retrouvent dans les corps lipidiques. Chez le triple mutant yeh1Δ yeh2Δ tgl1Δ on observe 
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une abolition complète de l‟activité ester de stérol-hydrolase. La  Figure 8 rappelle aussi la 

dernière étape de la synthèse des TAG impliquant les diacyglycérol acyltransférases Lro1p, 

Dga1p et Are1p et la synthèse des esters de stérol impliquant Are1p et Are2p.  

 

A.3.3. Mécanisme de β-oxydation 

La bêta-oxydation est la principale voie de dégradation des acides gras. Elle se 

caractérise par l‟élimination de deux atomes de carbone de l‟acide gras (Cruz et al, 2004). 

C‟est un processus métabolique central qui fournit des électrons à la chaîne respiratoire et par 

conséquent de l‟énergie chez les eucaryotes en conditions aérobies (Ghisla, 2004).  

Dans les cellules de mammifères, la dégradation des acides gras s‟effectue par le 

biais d‟une ß-oxydation qui se déroule dans les mitochondries et les peroxysomes. En 

revanche, chez les levures, les enzymes qui interviennent dans cette voie de dégradation sont 

essentiellement localisées dans les peroxysomes.  

La dégradation des acides gras est un processus qui se déroule en plusieurs étapes 

nécessitant l‟implication de quatre réactions enzymatiques. La première étape de la ß-

oxydation est catalysée par un acyle coenzyme A (CoA) oxydase (Aoxp). De nombreuses 

études ont été effectuées sur les gènes responsables de cette première étape. Ces études ont en 

partie montré, qu‟il existe un seul gène codant l‟acyle coenzyme A (CoA) oxydase (Aoxp) 

chez S. cerevisiae (Wang et al, 1994). En revanche, chez Y. lipolytica les études ont d‟abord 

montré l‟existence de cinq gènes POX (1-5) codant cinq isoenzymes Aoxp avec différentes 

spécificités de substrat et différents niveaux d'activité (Wang et al., 1999). Le séquençage 

complet du génome de Y. lipolytica a révélé l‟existence d‟un sixième gène POX6 (Dujon et 

al., 2004). La protéine Aox2p intervient préférentiellement dans la dégradation des acides à 

longue chaine (Luo et al, 2002), en revanche Aox3p est spécifique des acides gras à chaîne 

courte (Luo et al., 2000) chez Y. lipolytica. Les protéines Aox4p et Aox5p ne présentent pas 

de spécificité de substrat en fonction de la longueur des acides gras (Wang et al., 1999) chez 

Y. lipolytica. 

Chez les plantes, plusieurs isoenzymes Aoxp appartenant à la même famille 

présentent également différentes spécificités de substrat (Eastmond et al., 2000 ; Schilmiller 

et al., 2007; Kim et al., 2004). Comme chez la levure Y. lipolytica, 6 gènes codant des acyle-

CoA-oxydases ont été identifié chez Arabidopsis thaliana mais seulement 5 ont été confirmés 

(Adham et al 2005). La première étape de la β-oxydation peroxysomale qui est catalysée par 

une acyle-CoA-oxydase permet la formation d‟un 2-trans-enoyl-CoA. L‟acyle-CoA-oxydase 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_gras
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utilise une molécule d‟oxygène comme accepteur d‟électron et génère une molécule de H2O2. 

En revanche dans les mitochondries cette première étape est catalysée par une Acyle-CoA-

déshydrogénase et génère par cette réaction un électron qui va contribuer à la formation d‟un 

ATP. La deuxième étape de la bêta-oxydation est catalysée par une enzyme 

multifonctionnelle codée par le gène MFE. Cette enzyme va par deux réactions successives 

produire du 3-cetoacyle-CoA qui à son tour sous l‟action d‟une 3- cetoacyle-CoA-thiolase qui 

catalyse la dernière étape de la ß-oxydation, va donner une nouvelle molécule d‟acyle-coA 

ayant deux atomes de carbones en moins que la molécule de départ (Figure 9). 

 

 

 

Figure 9 : Représentation schématique du mécanisme de la β-oxydation dans les 

peroxysomes. Les différentes étapes sont catalysées par les 4 réactions enzymatiques suivantes 

1 : Acyle-CoA oxydase, 2 : Enoyl CoA hydratase, 3 : L-3-hydroxyacyle-CoA deshydrogénase, 4 

: Acyle-CoA thiolase, permettant d‟obtenir un acyle-CoA de n-2 carbones à partir d‟un acyle-

CoA de n carbone.  
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B. Cycles de Krebs et du glyoxylate chez les levures 

B.1. Le cycle du TCA 

B.1.1. Définition du cycle Krebs et son rôle 

Le cycle de Krebs ou cycle des acides tricarboxyliques (TCA) est une série de huit 

réactions enzymatiques et constitue l‟étape finale du catabolisme oxydatif des glucides 

(glycolyse, voie des pentoses phosphates), des lipides (hélice de Lynen) et des acides aminés 

(protides), car tous ces catabolismes aboutissent à la formation d'acétyl-coenzyme A (Figure 

10), qui est une forme de transport des groupements acyle. Il assure la plus grande part des 

besoins énergétiques de la cellule grâce à la formation d‟une molécule d‟ATP et des 

coenzymes réduits (NADH, H
+
) qui seront réoxydés dans la chaîne respiratoire 

mitochondriale et produiront 11 autres molécules d‟ATP (énergie). Le cycle de Krebs se 

déroule dans la matrice de la mitochondrie chez les eucaryotes ou dans le cytoplasme des 

bactéries, en conditions aérobies. Les enzymes catalysant cette série de réactions sont 

localisées dans la matrice mitochondriale (cytoplasme chez les bactéries) ou au niveau de la 

membrane interne mitochondriale (membrane interne chez les bactéries). 

 

B.1.2. Les différentes étapes et les enzymes du cycle de Krebs 

La première étape du cycle de Krebs commence avec un acétyl-CoA qui est une 

forme activée de l‟acétate qui dérive de la glycolyse et l'oxydation du pyruvate à partir des 

hydrates de carbone, et de la -oxydation des acides gras. Dans cette première étape deux  

carbones du groupement acétyle de l'acétyle-CoA sont transférés sur l‟oxaloacétate qui est un 

composé à quatre carbones pour former le citrate, composé à six carbones (Figure 10). Cette 

première étape est catalysée par deux isoenzymes de la citrate synthase codée par deux gènes 

chez S.cerevisiae. La première enzyme codée par le gène CIT1 a été identifiée et caractérisée 

par Suissa et ses collaborateurs (1984) qui ont montré que cette enzyme est localisée dans la 

mitochondrie et participe effectivement au cycle de Krebs. Une deuxième citrate synthase 

mitochondriale a été identifiée plus tard et est codée par le gène CIT3 chez S. cerevisiae (Jia 

et al., 1997). Bien que ces deux gènes soient responsables de l‟activité citrate synthase 

mitochondriale, le gène CIT3 joue un rôle moins important lorsque les cellules sont cultivées 

sur glucose car la délétion de CIT3 dans une souche ∆cit1 n‟a aucun effet sur la croissance sur 

milieu glucose. En revanche CIT3 joue un rôle très important dans la croissance sur milieu 

glycérol car la délétion du gène CIT3 dans une souche ∆cit1 réduit considérablement la 

http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/Metabo/ck1.htm
http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/Metabo/ck1.htm
http://fr.wikipedia.org/wiki/Glucide
http://fr.wikipedia.org/wiki/Glycolyse
http://fr.wikipedia.org/wiki/Voie_des_pentoses_phosphates
http://fr.wikipedia.org/wiki/Lipide
http://fr.wikipedia.org/wiki/H%C3%A9lice_de_Lynen
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ac%C3%A9tyl-coenzyme_A
http://fr.wikipedia.org/wiki/Mitochondrie
http://fr.wikipedia.org/wiki/A%C3%A9robiose
http://fr.wikipedia.org/wiki/Enzyme
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croissance sur glycérol. Une intégration multicopie du gène CIT3 dans une souche ∆cit1 

améliore la croissance sur milieu acétate (Jia et al., 1997). Il a été également montré que le 

gène CIT1 code une citrate synthase en revanche CIT3 code une méthyle citrate synthase 

(Graybill et al., 2007), ce qui pourrait expliquer leur différence de fonctionnement. 

 

 

 

Figure 10: Représentation schématique du rôle que joue le cycle de krebs dans les 

processus métaboliques chez les eucaryotes. L‟acétyl-CoA issu de l‟hydrolyse des lipides, des 

glucides et des protéines est utilisé pour la production de l‟énergie sous forme d‟ATP et des 

métabolites qui vont être réutilisés pour leur synthèse.  

 

 

La deuxième étape est constituée par une réaction de déshydratation réversible du 

citrate, catalysée par une lyase (cis-aconitase) qui produit du cis-aconitate suivie d‟une 

réaction réversible d‟hydratation du cis-aconitate catalysée par la même enzyme pour 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Lyase
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engendrer l‟isocitrate. L'aconitase soustrait d'abord une molécule d'eau au citrate en créant 

une double liaison entre le carbone qui porte la fonction alcool tertiaire et le carbone situé en 

dessous. Le composé intermédiaire qui est le cis-aconitate n'est pas libéré mais 

immédiatement réhydraté par addition d‟une molécule d'eau, pour donner le produit final qui 

est l‟isocitrate (Figure 10). L‟aconitase encore appelée aconitate hydratase (EC 4.2.1.3), est 

une isomérase qui est codée par les gènes ACO1 et ACO2 chez S. cerevisiae.  

De nombreuses études ont été menées sur Aco1p ont montré que cette enzyme est 

impliquée dans la stabilité et l‟organisation de l‟ADN mitochondrial (Chen et al., 2005). Chez 

cette levure, l'inactivation ACO1 entraine une déficience respiratoire et une auxotrophie au 

glutamate entrainant l‟absence d‟une activité aconitase dans les cellules (Gangloff et al., 

1990). L'enzyme aconitase joue un rôle important dans le cycle TCA au niveau de la 

mitochondrie et est également impliquée dans la régulation du métabolisme du fer (Regev-

Rudzki et al., 2005). L‟aconitase est une enzyme qui appartient également à la famille des 

protéines contenant du fer et du soufre (Gardner, 1997).  

 

L‟isocitrate va par la suite subir une oxydoréduction pour donner l‟oxalosuccinate 

qui va à son tour produire par une décarboxylation, l‟-cétoglutarate. L‟isocitrate  

déshydrogénase est l‟enzyme qui catalyse la conversion de l'isocitrate en -cetoglutarate dans 

tous les organismes cellulaires. Cette réaction est une étape essentielle et limitante dans le 

cycle de l'acide citrique (Cupp et McAlister-Henn, 1992). L'-cétoglutarate formé est requis 

pour la production de glutamate qui est un précurseur pour les acides aminés tels que 

l‟arginine et la proline. L‟isocitrate déshydrogénase a été purifiée à partir de divers 

organismes comprenant S. cerevisiae (Barnes et al., 1971), le porc et le bœuf . La 

caractérisation de l‟isocitrate déshydrogénase de S. cerevisiae a montré qu‟elle formait un 

octamère composé de sous-unités enzymatiques non identiques codées par les gènes IDH1 et 

IDH2 (Keys et McAlister-Henn, 1990) de poids moléculaires respectifs estimés à 40.000 et 

39.000 Da. Ces deux enzymes Idh1p et Idh2p sont spécifiques du cofacteur NAD
+
. Chez S. 

cerevisiae trois isoenzymes (IDPs) de l‟isocitrate déshydrogénase, spécifiques de la NADP 

ont été identifiées. Ce sont des homodimères codés par des gènes distincts. Ces enzymes ont 

très fortes homologies avec plus 70% d‟identité entre les séquences d‟acides aminés, mais 

sont localisées dans différents compartiments cellulaires et présentent quelques différences 

dans les propriétés physiques et cinétiques. Parmi ces trois isoenzymes seule celle codée par 

IDP1 est naturellement localisée dans la mitochondrie grâce à une séquence amino-terminale 
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d‟adressage de 16 acides aminés qui n‟existe pas au préalable dans la protéine mature 

(Haselbeck et McAlister-Henn, 1991). L‟isoenzyme codée par IDP2 est localisée dans le 

cytosol. Celle codée par IDP3 a une séquence C-terminale Cys-lys-Leu, caractéristique d‟un 

adressage aux peroxysomes. Des études ont montré qu‟en échangeant les promoteurs et en 

modifiant les séquences d‟adressage des trois isoenzymes elles pouvaient se remplacer 

mutuellement (Contreras-Shanon et McAlister-Henn, 2004). Néanmoins ces enzymes ne 

jouent pas de rôle dans le cycle du TCA. Les isoenzymes codées par IDP1 et IDP2 joueraient 

un rôle important dans l‟approvisionnement, en -cétoglutarate pour la synthèse du glutamate 

et dans l‟approvisionnement de NADPH pour les différents compartiments cellulaires. IDP3 

serait induit seulement au cours de la croissance sur les acides gras (Henke et al., 1998 ; Van 

Roermund et al., 1998). 

L‟-cétoglutarate va subir une décarboxylation oxydative qui est une réaction 

irréversible catalysée par l‟-cétoglutarate déshydrogénase et un complexe enzymatique qui 

va impliquer cinq coenzymes successifs qui sont la thiamine pyrophosphate, l‟acide lipoïque, 

le NAD, le coenzyme A et le FAD, pour aboutir à la formation du succinyl-coA.  

Le succinyl-coA sous l‟action d‟une succinyl-coA ligase (succinyl-CoA synthétase; 

succinate thiokinase) va être converti en succinate (Nishimura et al., 1986). C‟est une enzyme 

qui joue un rôle important dans le cycle du TCA et qui est également impliquée dans la 

dégradation des corps cétoniques chez les animaux. La succinyl-coA ligase est la seule 

enzyme du cycle du TCA qui produit directement un phosphate de haute énergie (ATP). C‟est 

une enzyme composée de deux sous-unités etβ qui fonctionnent indépendamment de façon 

synergique avec le substrat chez E. coli (Mann et al., 1991; Wolodko et al., 1994). Chez S. 

cerevisiae, deux gènes LSC1 (YOR142W) et LSC2 (YGR244C) ont été identifiés. Ces deux 

gènes codent deux sous unités enzymatiques ayant de fortes similarités avec les sous unités 

enzymatiques des autres espèces (Przybyla-Zawislak et al., 1998). Ces deux sous unités 

enzymatiques se distinguent sur la base de leur préférence nucléotidique pour l‟ATP ou le 

GTP. Les enzymes de E. coli et de Pseudomonas aeruginosa peuvent utiliser soit l'ATP ou le 

GTP (Kavanaugh et al., 1994; Jenkins et Weitzman, 1986) de même que la succinyl-CoA 

ligase des eucaryotes. Néanmoins chez les eucaryotes, alors que la succinyl-CoA ligase ATP-

dépendante est impliquée dans le cycle du TCA, l‟enzyme GTP-dépendante est associée à 

l‟élimination des corps cétoniques et à la biosynthèse de l'hème (Freestone et al., 1995; 

Jenkins et Weitzman, 1988). 
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Le succinate va à son tour être converti en fumarate par une oxydoréductase, la 

succinate déshydrogénase qui est une enzyme flavoprotéique à FAD codée chez S. cerevisiae 

par 4 gènes qui sont SDH1, SDH2, SDH3 et SDH4. Le fumarate va sous l‟action de la 

fumarase donner le malate qui par la dernière étape du cycle va subir une réaction 

d‟oxydoréduction catalysée par la malate déshydrogénase, et fournir de l‟oxaloacétate. La 

malate déshydrogénase mitochondriale est codée par le gène MDH1 chez S. cerevisiae et joue 

un rôle clé dans le cycle du TCA et dans la navette malate aspartate. 

 

B.2. Le cycle du glyoxylate 

B.2.1. Définition et rôle du cycle  

Le cycle du glyoxylate, aussi appelé le shunt du glyoxylate, est une voie anabolique 

qui est présente chez les champignons, les plantes et les bactéries, mais pas chez les 

mammifères. Le cycle est essentiel pour la croissance sur des milieux avec comme seule 

source de carbone l'éthanol et l'acétate, grâce à sa capacité à convertir les composés à deux 

carbones (C2) en des composés anapleurotiques (composés intermédiaires du cycle de Krebs). 

Il contribue également à la fourniture de précurseurs pour les réactions de biosynthèse. 

Le cycle du glyoxylate est composé d'un grand nombre de réactions existant aussi 

dans le cycle du TCA, mais n'inclut pas les deux réactions de décarboxylation. En 

conséquence, les substrats à deux carbones, qui entrent dans le cycle sous forme d'acétyl-

CoA, peuvent être convertis en des composés à quatre carbones (C4) qui seront métabolisés 

pour donner des sucres et d‟autres composés organiques essentiels.  

Bien que plusieurs réactions du glyoxylate et du cycle TCA soient identiques, la 

majorité d'entre elles est catalysée par des isoenzymes différentes dans les différents 

compartiments cellulaires. Le cycle du glyoxylate se produit dans les peroxysomes et le 

cytoplasme, alors que le cycle du TCA se produit dans les mitochondries.  

Les enzymes clés du cycle du glyoxylate que sont l‟isocitrate lyase, la malate 

synthase, ainsi que la malate déshydrogénase, sont régulées dans la levure en fonction de la 

source de carbone du milieu de croissance. La synthèse de ces enzymes est réprimée dans les 

cellules cultivées sur glucose et induite dans les milieux comportant des sources de carbone 

autres que le glucose (Duntze et al., 1969).  

L‟induction de la voie du glyoxylate est requise pour l‟utilisation des composés tels 

que les alcanes, les acides gras, les alcools et les composés acétates. La voie du glyoxylate 

permet à plusieurs plantes et champignons de convertir les acides gras en hydrates de carbone, 
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et aux levures d'utiliser de l'éthanol et les autres composés à deux carbones comme seule 

source de carbone. 

Chez les plantes, les enzymes de la voie du glyoxylate sont séquestrés dans des 

peroxysomes spécialisées appelés glyoxysomes, où a lieu cette voie métabolique. Le cycle du 

glyoxylate joue un rôle très important pendant la germination, car les réserves lipidiques 

doivent être transformées en glucides pour la croissance de l‟embryon. Les lipides sont alors 

transformés en acetyle-CoA, qui est utilisé dans le cycle du glyoxylate. 

De nombreuses recherches ont par la suite montré que les enzymes du cycle du 

glyoxylate chez la levure S. cerevisiae sont localisées dans les peroxysomes montrant ainsi 

que le peroxysome est impliqué dans cette voie métabolique. Le cycle du glyoxylate ne peut 

pas fonctionner dans les mutants qui ne peuvent pas produire de l‟acetyl coenzyme A 

(Matsuoka et al., 1980; Kujau et al., 1992). 

 

B.2.2. Les différentes étapes et les enzymes du cycle du glyoxylate  

B.2.2.1. L’isocitrate lyase 

L‟isocitrate lyase, catalyse la formation de succinate et de glyoxylate à partir de 

l‟isocitrate. C‟est une réaction clé du cycle du glyoxylate (Vanni et al., 1990). L‟expression 

de ICL1 est induite par la croissance sur l'éthanol et réprimée par la croissance sur glucose 

chez S. cerevisiae (Fernandez et al., 1992 ; Luttik et al, 2000). Le gène ICL1 a été largement 

étudié (Kujau et al., 1992) cloné et séquencé (Barth et scheuber , 1993). L‟isocitrate lyase été 

purifiée à partir de nombreux organismes, tels qu‟Escherichia coli  (Conder et al., 1988), 

Neurospora crassa, Candida tropicalis et S. cerevisiae (Lopez-Boado et al., 1988).  

Chez S. cerevisiae, l'enzyme que code ICL1 a été décrite comme étant une protéine 

composée de quatre sous-unités identiques et ayant une masse moléculaire de 75 kDa. Les 

gènes ICL de plantes et de champignons filamenteux contiennent plusieurs introns, que l‟on 

ne retrouve pas dans le gène ICL1 de S. cerevisiae (Gainey et al., 1992; Fernandez et al., 

1992). De nombreuse études ont montré que les enzymes isocitrate lyases de plantes et de 

certains microorganismes (A. nidulans, N. crassa; C. tropicalis) sont localisées dans les 

peroxysomes, bien que l‟isocitrate lyase de ces champignons filamenteux n‟ait pas de 

séquence d‟adressage à ces organites cellulaires. (Gainey et al., 1992). L‟isocitrate lyase de S. 

cerevisiae a une séquence C-terminale V-K-K qui diffère de la séquence d‟adressage aux 

glyoxysomes qui est une séquence consensus (S/A/C)-(K/R/H)-(L/M) proposée par Gould et 

ses collaborateurs (1990). Par conséquent, cette observation amène à penser qu‟il existe dans 
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la séquence de l‟isocitrate lyase, un autre signal d‟adressage aux peroxysomes chez S. 

cerevisiae (Fernandez et al., 1992).  

Le gène ICL1 de Y. lipolytica cloné dans E. coli a permis de produire une protéine de 

555 acides aminés avec un poids moléculaire de 62 kDa, qui correspond à la taille du 

monomère isocitrate lyase purifié directement à partir de Y. lipolytica. La comparaison de 

cette séquence protéique avec ses homologues a révélé de fortes similarités entre ces 

enzymes. L'isocitrate lyase de Y. lipolytica présente une forte similarité avec celles de 

Candida tropicalis et des champignons filamenteux ainsi qu‟avec celle de S. cerevisiae. Elle 

possède une séquence d‟adressage aux peroxysomes, S-K-L à l'extrémité C-terminale ce qui 

suggère qu‟elle est bien localisée dans ce compartiment. La délétion du gène ICL1 entraine 

non seulement une inhibition de l'utilisation de l'acétate, l'éthanol et les acides gras comme 

sources de carbone, mais aussi une croissance réduite sur glucose (Barth et Sheuber, 1993). 

 

B.2.2.2. La malate synthase 

Le glyoxylate est produit comme intermédiaire à la fois pour le métabolisme du 

carbone et de l‟azote chez la levure S. cerevisiae (Cooper, 1982). Ce glyoxylate est condensé 

avec l‟acétyl CoA, produit au cours du catabolisme des substrats non fermentescibles telles 

que les acides gras, l'éthanol ou l'acétate, pour aboutir à la formation du malate (Figure 11). 

Cette réaction de condensation irréversible est catalysée par la malate synthase et constitue la 

deuxième étape spécifique du cycle du glyoxylate. Le malate constitue un précurseur pour la 

synthèse du glucose via la gluconéogenèse ou des métabolites ayant un rapport avec le 

glucose via le phosphoénolpyruvate (Fraenkel, 1982). Chez la levure S. cerevisiae deux gènes 

codant une malate synthase ont été identifiés. Ces deux gènes MLS1 et DAL7, ont des 

structures très proches quand on compare leurs fonctions physiologiques, mais sont 

différemment régulés (Hartig et al., 1992). Des chercheurs ont montré également l‟importance 

de la malate synthase dans la virulence de certains microorganimes. Chez Candida albicans, 

le mutant n‟ayant pas le gène MLS1 perd sa capacité à former des pseudos hyphes et 

également sa virulence chez les souris (Lorenz et Fink, 2001) car selon ces auteurs le 

phagolysosome est riche en acides gras et leurs dérivés et ces acides gras ne peuvent être 

assimilés que par le cycle du glyoxylate pour fournir les composés nécessaires au cycle du 

TCA. La délétion de MLS1 et ICL1 inhibe la virulence car dans cet environnement le cycle du 

glyoxylate est la seule voie de synthèse du glucose nécessaire pour la croissance de C 

albicans. Chez S. cerevisiae, l‟absence de MLS1 entraine son incapacité à utiliser les sources 
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de carbone comme l'éthanol, l‟acétate, ou l'acide oléique (Fernandez et al. 1992; Hartig et al., 

1992; Kunze 

 et al., 2002). Le gène MLS1 est une enzyme clé dans la production de la riboflavine à partir 

d‟huile de colza chez Ashbya gossypii (Sugimoto et al., 2009).  

 

B.2.2.3. La malate déshydrogénase 

La malate déshydrogénase est la troisième enzyme du cycle du glyoxylate. Chez les 

levures telles que S. cerevisiae et les plantes oléagineuses, il existe trois isoenzymes malate 

déshydrogénase, codées par trois gènes MDH1, MDH2 et MDH3. Parmi ces trois gènes 

MDH3 est celle qui est impliquée dans le cycle du glyoxylate. Y. lipolytica présente une  

particularité d‟avoir seulement deux gènes MDH1 et MDH2.  

 

B.2.2.4. La citrate synthase  

La formation du citrate, à partir d‟oxaloacétate et d‟acetyl coenzyme A, dans le cycle 

du glyoxylate est catalysée par une troisième isoenzyme de la citrate synthase (Figure11). 

Cette enzyme est codée par le gène CIT2 et avait été décrite au préalable comme une enzyme 

extra-mitochondriale (Kim et al., 1986 ; Rosenkrantz et al, 1986). Lewin et al., (1990) ont par 

la suite démontré que cit2p est effectivement localisée dans les peroxysomes et participe au 

cycle du glyoxylate. L'analyse de séquences d'ADN révèle que les deux isoenzymes cit1p et 

cit2p sont similaires en taille et en structure primaire et la différence entre les deux 

isoenzymes se situe au niveau C-terminal ou la protéine codée par le gène CIT2 présente une 

séquence sérine-lysine-leucine (SKL) caractéristique d‟un adressage aux peroxysomes (Lewin 

et al, 1990). La protéine peroxysomale codée par le gène CIT2 se distingue également des 

autres par une sensibilité au pH alcalin. Les souches dépourvues de citrate synthase extra-

mitochondriale poussent normalement dans les milieux ayant pour source de carbone le 

glucose (Kim et al, 1986), en revanche ces souches ont une croissance ralentie sur des sources 

de carbone non fermentescibles et ne poussent pas du tout sur des milieux ayant l‟acétate 

comme seule source de carbone. 
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Figure 11 : Représentation schématique du cycle de Krebs, du cycle du glyoxylate et 

l’interconnexion entre les deux cycles. Au niveau du cycle de Krebs, plusieurs réactions (1 à 

8) enzymatiques constituent le cycle de Krebs.1: la citrate synthase codée par les gènes CIT1 et 

CIT3, 2; l‟aconitase codée par ACO1 et ACO2, 3: l‟isocitrate déshydrogénase codée par IDH1 et 

IDH2, 4: le complexe enzymatique codée par les gènes KGD1, KGD2 et LPD1; 5: la succinyl-

coA ligase codée par LSC1 et LSC2; 6: la succinate déshydrogénase codé par SDH1, SDH2, 

SDH3 et SDH4; 7: la fumarate hydratase codée par FUM1 ; 8: la malate déshydrogénase codée 

par MDH1  

Dans le cycle du glyoxylate il y a 4 réactions enzymatiques (a à d). a: l‟isocitrate lyase codée 

par ICL1; b: la malate synthase codée par MLS1; c: la malate déshydrogénase codée par MDH3; 

d: la citrate synthase codé par CIT2. 

Il y a deux connections entre les deux cycles. A: l‟entrée dans les peroxysomes de l‟isocitrate 

issu du cycle de Krebs qui va avec l‟isocitrate lyase donner du glyoxylate et du succinate. Cette 

réaction est la première du cycle du glyoxylate. B: interconnexion entre les deux cycles via 

l‟aspartate, qui sous l‟action de l‟aspartate aminotransférase, va fournir l‟oxaloacétate qui est un 

composant essentiel pour les deux cycles.  

C: le malate peut sortir de la mitochondrie et être transformé en oxaloacétate qui est également 

un précurseur de la gluconéogenèse. 

 

 



Introduction 

31 

 

B.3. Interconnexion entre les cycles de Krebs et du glyoxylate 

L‟utilisation de composés à deux carbones par des levures exige que le cycle du TCA 

aussi bien que la néoglucogenèse, soient régulés avec le cycle du glyoxylate. Il existe une 

connexion entre les cycles de Krebs et du glyoxylate, chez les organismes qui font appel à ces 

deux cycles pour leur besoins métaboliques et physiologiques. Chez les plantes oléagineuses, 

le cycle du glyoxylate joue un rôle très important pendant la germination lorsque les réserves 

lipidiques doivent être transformées en glucides pour la croissance de l‟embryon. Les lipides 

sont alors transformés en acetyl-CoA, qui est utilisé dans le cycle du glyoxylate qui a lieu 

dans les glyoxysomes. L‟isocitrate qui est un intermédiaire de ce cycle est scindé en 

glyoxylate et succinate. Le succinate est ensuite transporté dans la mitochondrie pour être 

utilisé dans le cycle de Krebs où il est converti en malate. Il peut également produire plus tard 

de l‟aspartate qui va revenir dans le peroxysome et rentrer dans le cycle du glyoxylate via 

l‟oxaloacétate. 

Le malate peut également revenir dans le cytoplasme où il est transformé en 

oxaloacétate et éventuellement en glucose via la néoglucogenèse. Chez les levures 

oléagineuses, l‟isocitrate est transporté de la mitochondrie, vers les peroxysomes où il rentre 

dans le cycle du glyoxylate. 
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C. Les isoenzymes malate déshydrogénase  

La malate déshydrogénase catalyse la conversion de l'oxaloacétate et du malate en 

utilisant le système de coenzyme constitué par NAD
+
 et NADH (Figure 11). C‟est une 

enzyme ubiquitaire qui se présente sous plusieurs isoformes qui ont été identifiées chez de 

nombreux organismes. Ces isoenzymes se caractérisent par leur localisation dans la cellule et 

leur spécificité en fonction des coenzymes NAD
+
 et NADH, qu‟elles utilisent pour les 

réactions qu‟elles catalysent. Chez les eucaryotes il existe au moins deux isoformes de 

l'enzyme malate déshydrogénase. La première est une enzyme clé du cycle du TCA qui a lieu 

dans la mitochondrie (MDH1 chez S. cerevisiae) et la deuxième est retrouvée dans le 

cytoplasme (MDH2 chez S. cerevisiae) et participe au shunt malate/aspartate. Une troisième 

isoenzyme a été trouvée dans les peroxysomes de la levure S. cerevisiae (MDH3) et des 

plantes, où elle convertit le malate produit à partir de glyoxylate, en oxaloacétate (Steffan et 

McAlister-Henn, 1992). 

 

C.1. La malate déshydrogénase mitochondriale 

La malate deshydrogénase codée par MDH1 est une enzyme mitochondriale 

étroitement liée à la citrate synthase qui est l‟enzyme qui vient juste après elle dans le cycle de 

Krebs. Cette isoenzyme joue un rôle clé dans le cycle du TCA et dans la navette 

malate/aspartate qui se déroule dans la membrane de la mitochondrie (McAlister-Henn et 

Thompson, 1987). La navette malate/aspartate comporte encore deux protéines de transport 

dans la membrane interne de la mitochondrie. L‟une des protéines est chargée de l‟échange 

réversible à travers la membrane d‟un malate contre une molécule d‟-cétoglutarate. La 

deuxième protéine est chargée de l‟échange d‟un ion aspartate contre une molécule de 

glutamate. Lorsque les ratios NADH/NAD
+
 dans le cytoplasme et l'espace inter-membranaire 

augmentent à travers l'activité des déshydrogénases à NAD cytoplasmiques, la malate 

déshydrogénase cytoplasmique réduit l'oxaloacétate en malate. Le malate diffuse à travers la 

membrane mitochondriale et va être échangé par le transporteur de la membrane interne 

contre un -cétoglutarate qui est exporté de la mitochondrie. In vitro, la Mdh1p purifiée, 

forme un complexe physique stable avec le citrate synthase (Datta et al., 1985) ou avec 

l'aspartate aminotransférase (Birktoft et al., 1983), une association qui montre son rôle dans le 

fonctionnement de la navette malate/aspartate. Le gène MDH1 de S. cerevisiae a été cloné 

(Thompson et al., 1988), et l‟analyse de la séquence d'acides aminés a montré que cette 

isoenzyme mitochondriale tout comme celles de E. coli et des mammifères (McAlister-Henn 
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et al., 1987) comme le porc (Birktoft et al., 1982; Roderick et Banaszak, 1986), est une 

enzyme d‟un poids moléculaire d'environ 33.5 kDa (Banaszak et al., 1975). 

Les cellules haploïdes de S. cerevisiae dans lesquelles le gène de la malate 

déshydrogénase mitochondriale MDH1 a été délété, n‟ont pas d‟auxotrophie pour l‟aspartate 

ou le glutamate supposant une compensation soit par l'isoenzyme cytoplasmique, soit par 

l‟'aspartate aminotransférase ou les deux. 

Chez S. cerevisiae les souches disruptées de MDH1 sont incapables de pousser sur 

acétate montrant le rôle important que joue la Mdh1p dans la production d‟énergie (cycle du 

TCA) dans ces conditions de croissance. C‟est donc une enzyme qui joue un rôle important 

dans le métabolisme chez les levures et de façon plus générale chez les eucaryotes. 

 

C.2. La malate déshydrogénase cytoplasmique 

Chez les eucaryotes et notamment chez la levure, il existe une deuxième isoenzyme 

non mitochondriale, qui est l‟isoenzyme cytoplasmique codée par MDH2. L‟isoenzyme 

Mdh2p est une enzyme de la néoglucogenèse et est requise pour la croissance sur milieu 

minimum ayant pour source de carbone l‟acétate ou l‟éthanol (Minard et McAlister-Henn, 

1991). Elle catalyse une étape de la néoglucogénèse à partir du pyruvate. En effet dans la 

mitochondrie l'oxaloacétate issu du cycle de Krebs ou encore de la décarboxylation du 

pyruvate ne peut pas franchir la membrane mitochondriale. Il est alors transformé en malate 

par la malate déshydrogénase mitochondriale (MDH1) avec comme cofacteur le NADH 

(réaction inverse de celle du TCA). Le malate ainsi formé peut traverser la membrane de la 

mitochondrie et être transporté dans le cytosol (navette malate/aspartate). Au niveau du 

cytoplasme le malate est retransformé en oxaloacétate par la malate déshydrogénase 

cytosolique (MDH2) avec le NAD
+
comme cofacteur. L‟oxaloacétate va être ensuite 

transformé en Phosphoénol-pyruvate (PEP) par la PEP carboxykinase et rentrer dans la voie 

de la néoglucogénèse. 

L‟isoenzyme malate déshydrogénase codée par MDH2 est une protéine d‟environ 42 kDa qui 

est une sous unité du dimère qu‟elle forme avec l‟isoenzyme mitochondriale (34 kDa). Malgré 

les différences de poids moléculaire, l‟alignement de ces deux protéines a montré qu‟elles 

présentent 49% de similarité. Sur la base de comparaisons des structures tridimensionnelles 

des malate déshydrogénases du porc, Roderick et Banaszak (1986) ont révélé des régions 

présentant une forte homologie entre ces deux isoenzymes et la présence de résidus acides 

aminés jouant un rôle important dans le choix du cofacteur NADH ou NAD+ (Birktoft et al., 
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1989). Chez S. cerevisiae la protéine Mdh1p se différencie de la Mdh2p par une séquence de 

17 acides aminés en N-terminal qui permet son adressage à la mitochondrie et qui est 

probablement clivée après l‟importation dans la mitochondrie (Thompson et McAlister-Henn, 

1989; Thompson et a1.,  1988).  L‟enzyme Mdh2p de S. cerevisiae possède une séquence de 

12 acides aminés en N-terminal, qui la distingue de la Mdh1p et de la Mdh3p. Néanmoins 

cette séquence d‟acides aminés n‟existe pas chez la malate déshydrogénase cytosolique des 

mammifères (Joh et al., 1987). Il a été montré que la suppression de cette séquence de 12 

acides aminés n‟a pas d‟effet sur le taux de Mdh2p dans la cellule (Minard et McAlister-

Henn, 1991) mais supprime son rôle dans la néoglucogenèse (Gibson et McAlister-Henn, 

2003). Cette séquence d‟acides aminés jouerait un rôle dans le choix du cofacteur. 

 

C.3. La malate déshydrogénase peroxysomale 

Dans des mutants où les gènes MDH1 et MDH2 ont été disruptés, Minard et 

McAlister-Henn (1991) ont montré qu‟il y avait toujours une activité malate déshydrogénase 

ce qui a laissé supposer l‟existence d‟un troisième gène codant une malate déshydrogénase. 

En effet, les cellules haploïdes de S. cerevisiae disruptées de ces deux gènes avaient toujours 

une activité malate déshydrogénase et pouvaient croitre sur des substrats non fermentescibles. 

Des études postérieures ont permis d‟isoler et de caractériser le gène MDH3 qui présente 50% 

de similarité avec MDH1 et 43% de similarité avec MDH2 (Steffan et McAlister-Henn, 1992). 

L‟enzyme Mdh3p de S cerevisiae est une enzyme de 37 kDa qui a une séquence carboxy-

terminale constituée du tripeptide Ser-Lys-Leu qui est une séquence d‟adressage aux 

peroxysomes comme chez d‟autres protéines (Purdue et Lazarow 1994). La disruption de 

MDH3 entraine une incapacité de croissance sur l‟oléate comme seule source de carbone (Van 

Roermund et al., 1995) montrant ainsi que cette enzyme est impliquée dans le cycle du 

glyoxylate. Une Mdh3p dépourvue de sa séquence terminale SKL conserve toute son activité 

malate déshydrogénase mais n‟est pas adressée dans les peroxysomes. Cette enzyme tronquée 

a permis de restaurer l‟activité malate déshydrogénase cytoplasmique Mdh2p dans les souches 

ou le gène MDH2 a été disrupté (McAlister-Henn et al., 1995).  

 

C.4. Les enzymes malate déshydrogénase chez la levure Yarrowia lipolytica 

Chez Yarrowia lipolytica seulement deux gènes ont été identifiés contrairement à S. 

cerevisiae et à la majorité des eucaryotes. Le gène YALI0D16753g de Y. lipolytica est 

l‟orthologue du gène YKL085w (MDH1) de S. cerevisiae et code une protéine de 338 acides 



Introduction 

35 

 

aminés qui présente une séquence d‟adressage à la mitochondrie avec une probabilité de 99% 

(MITOPROT). Le deuxième gène, YALI0E14190g de Yarrowia lipolytica est l‟orthologue du 

gène YOL126c (MDH2) de S. cerevisiae, qui code normalement une malate déshydrogénase 

cytoplasmique, et code chez Y. lipolytica une protéine de 331 acides aminés. L‟absence d‟un 

troisième gène malate déshydrogénase (peroxysomale) et l‟analyse de la séquence prédite de 

la protéine codée par MDH2 nous amenés à vouloir comprendre le fonctionnement ce gène 

MDH2. 

 

D. Yarrowia lipolytica 

La levure Yarrowia lipolytica se retrouve dans les milieux naturels riches en protéine 

et en lipides car des souches de Yarrowia lipolytica ont été isolées dans des produits à base de 

lait, de soja et des aliments contenant de la viande et des crevettes. Elle est l‟une des levures 

non conventionnelles les plus utilisées pour les études sur la sécrétion des protéines, la 

biogénèse des peroxysomes et le dimorphisme. C‟est également un modèle eucaryote pour les 

études sur la dégradation des substrats hydrophobes. 

 

D.1. Taxonomie 

La levure Yarrowia lipolytica a subi de nombreux changement dans sa classification 

taxonomique. La souche originale a d‟abord été décrite et classifiée comme une Candida 

lipolytica. La forme parfaite de cette levure isolée dans les années 60 par Wickerham dans le 

Northern Regional Research Laboratory à Peoria dans l‟Illinois, a été renommée 

Endomycopsis lipolytica (Wickerham et al., 1970) puis Saccharomycopsis lipolytica (Yarrow, 

1972) et porte finalement le nom Yarrowia lipolytica (van der Walt et von Arx, 1980).  

Cette levure hémiascomycète a toujours été considérée comme très divergente des 

autres levures. Ceci a été validé par les analyses des séquences rDNA (Kurtzman et Robnett, 

1998). Récemment des espèces proches de Y. lipolytica ont été décrites comme appartenant au 

même clade (Kurtzman, 2005).  
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D.2. Physiologie de la levure 

Yarrowia lipolytica est une levure capable d‟utiliser comme seule source les substrats 

hydrophobes tels que les alcanes (Nyns et al., 1967) polymethylés ou chlorés (Murphy et al., 

1984), les huiles et les acides gras.  

Les alcanes dans la cellule vont être pris en compte dans le système du cytochrome 

P-450 qui a été détecté dans de nombreuses souches de Yarrowia lipolytica (Delaisse et al., 

1981). De nombreuses études ont montré que le système cytochrome P-450 est induit lors de 

la croissance sur les alcanes et non au cours de la croissance sur glucose, éthanol ou acétate et 

que ce système est localisé dans la membrane du réticulum endoplasmique. Ces hypothèses 

ont été confirmées par des analyses par fractionnement cellulaire sur des souches de Y. 

lipolytica cultivées sur milieu alcane (Mauersberger et al., 2001). 

La capacité de Y. lipolytica à utiliser les acides gras comme source de carbone, à les 

dégrader et à les synthétiser a été montrée par Kamyro et al. (1977) et dans cette optique 

Yarrowia lipolytica a été utilisée pour la conversion de longues chaines d‟acides gras en 

gamma-lactone (Ercoli et al., 1992). Pour le métabolisme des acides gras en général et 

l‟incorporation des acides gras du milieu de culture à l‟intérieur des cellules, cette levure fait 

appel à des enzymes telles que l‟acyle-CoA synthétase I, que l‟on retrouve dans les 

peroxysomes, la mitochondrie et le cytoplasme. Il existe également une acyle-CoA synthétase 

II, qui se retrouve seulement dans les peroxysomes. Cette enzyme est requise dans le 

mécanisme de la β-oxydation qui implique les acyle-CoA oxydases, au nombre de six chez 

cette levure, ainsi que les enzymes que codent les gènes MFE et POT1 et qui jouent des rôles 

très importants dans le mécanisme de la β-oxydation. La disruption de ces gènes entraine des 

perturbations dans l‟assimilation des acides gras en général. Il a été montré par exemple que 

la disruption du gène POT1 inhibe l‟utilisation de l‟oléate comme source de carbone 

(Berninger et al., 1993). 

La levure Y. lipolytica n‟est pas capable de produire de l‟éthanol mais elle est 

capable d‟utiliser l‟éthanol comme source de carbone à des concentrations inférieures à 3%. 

Au delà de cette concentration l‟éthanol commence à être toxique pour cette levure. De 

nombreuses souches de Y. lipolytica peuvent utiliser uniquement l‟acétate comme source de 

carbone. Mais la croissance sur acétate doit se faire à des concentrations allant de 1 à 4 %. Les 

concentrations élevées d‟acétate limitent la croissance. A des concentrations inférieures à 1% 

la croissance est inhibée. La levure Y. lipolytica a d‟énormes potentialités pour la production 

de protéines, de composés organiques, divers métabolites et également de grandes quantités 
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d‟enzymes. Toutes ces caractéristiques donnent à cette levure de nombreuses possibilités 

d‟utilisation en biotechnologie (Gaillardin et Heslot 1988 ; Fickers et al., 2005). 

La souche sauvage ATCC20114 peut sécréter du citrate et de l‟isocitrate quand elle 

est cultivée sur un milieu ayant pour source de carbone des n-paraffines. Le taux de 

métabolites (citrate/isocitrate) secrété peut atteindre 130% (Akiyama et al., 1973) avec un 

ratio de 60:40. Le ratio citrate/isocitrate de ces deux métabolites sécrétés par la levure dans le 

milieu de culture est de 92:8 lorsque les cellules sont cultivées sur glucose ou glycérol, contre 

67:33 lorsqu‟elles sont cultivées sur n-paraffine. Néanmoins la quantité extracellulaire de ces 

deux métabolites reste inchangée quelle que soit la source de carbone (Tréton et Heslot, 

1978).  

La levure Y. lipolytica cultivée sur un milieu avec comme source de carbone du n-

alcane complémenté par de la thiamine produit de grandes quantités de -cétoglutarate, et il a 

été également montré que des souches cultivées sur du glucose sont capables de produire des 

acides organiques tels que les acides 2-hydroxyglutarique et 2-cétoglutarique (Oogaki et al., 

1983). 

La levure Y. lipolytica est capable de synthétiser de la lysine. De nombreuses 

recherches ont été menées sur la voie de synthèse de la lysine et ont montré que chez cette 

levure la première étape de biosynthèse est sous le contrôle du gène LYS1 qui code une 

homocitrate synthase (Gaillardin et al., 1979). Le gène LYS1 serait régulé par LYS11. Les 

réactions suivant la première étape de la biosynthèse de la lysine  sont catalysées par les gènes 

LYS (LYS2-10). Les deux dernières étapes de la formation de la lysine sont sous le contrôle 

respectif des gènes LYS4 et LYS5 (Xuan et al., 1990).  

Y. lipolytica utilise à la fois la lysine comme source d‟azote et de carbone par la voie 

de synthèse du N-6-acétyle-lysine-5 aminovalérate comme Hansenula saturnus (Gaillardin et 

al., 1976). Le gène LYC1 code le N-6-lysine acétyle transférase, qui catalyse la première étape 

de la voie du N-6-acétyle-lysine-5 aminovalerate. Le clonage de LYC1 et son  séquençage ont 

montré que ce gène est induit par la lysine (Beckerich et al., 1994). 

Y. lipolytica cultivée sur milieu riche sécrète de grandes quantités de protéases 

extracellulaires alcalines et acides. Parmi ces protéases, il y a la protéase alcaline 

extracellulaire nommée AEP (Ogrydziak, 1988; Ogrydziak, 1993) qui a été largement étudiée. 

Sims et Ogrydziak (1981) ont montré que cette protéase est codée par le gène XPR2. Le gène 

XPR2 a été cloné et séquencé dans de nombreuses souches ( Davidow et al., 1987; Nicaud et 

al., 1989). Ces recherches ont montré que AEP est une enzyme de 32 kDa issue du clivage 

d‟une protéine intracellulaire glycosylée (Matoba et al., 1988). 
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La levure Y. lipolytica a la capacité de produire également des phosphatases et des 

lipases extracellulaires. Les lipases de cette levure ont fait l‟objet de nombreuses études et ont 

été largement utilisées en biotechnologie (Alloué et al., 2008). Le gène LIP2 a été isolé et 

caractérisé et code la lipase extracellulaire Lip2p qui est un polypeptide glycosylé de 301 

acides aminés ayant une activité catalytique optimale à pH 7 et 37 ° C (Pignède et al., 2000). 

Les gènes LIP7 et LIP8 codant deux autres lipases extracellulaires ont été caractérisés par 

Fickers et ses collaborateurs (2005) quand ils ont constaté que le mutant ∆lip2 continuait à 

croitre sur les triglycérides.  

 

D.3. Génomique de la levure 

Une première approche de la génomique de Y. lipolytica a été réalisée en séquençant 

partiellement le génome de la souche W29 (Casaregola et al., 2000). Puis le génome nucléaire 

de la souche E150 de Y. lipolytica a été séquencé entièrement (Dujon et al., 2004). Il est 

composé de six chromosomes totalisant environ 20 Mb avec un pourcentage en bases G + C 

de 49%. Il n‟y a pas de plasmide extra-chromosomique dans la levure Yarrowia lipolytica et 

la séquence de l‟ADN mitochondrial de la souche W29 est connue (Kerscher et al., 2001).  Le 

génome de Y. lipolytica contient 6449 gènes et 137 pseudogènes soit environ 900 gènes de 

plus que S. cerevisiae. Plusieurs gènes présentent plus de similarité avec des gènes de 

champignons filamenteux qu‟avec ceux de S. cerevisiae. Environ 15% des gènes de Y. 

lipolytica contiennent au moins un intron et jusqu‟à 5 introns par gène (Mekouar et al., 2010). 

Du polymorphisme chromosomique a été observé en visualisant les caryotypes par 

gel d‟électrophorèse en champ pulsé de plusieurs souches de Y. lipolytica (Naumova et al., 

1993 ; Casaregola et al., 1997).  

 

D.4. Etude génétique de la levure 

De nombreux mutants ont été construits à partir de la souche sauvage W29 et toutes 

ces manipulations génétiques classiques à savoir la surexpression, le remplacement ou encore 

la suppression totale de gènes, qui ont aidé à la construction de ces souches ont été rendues 

possibles grâce au développement de nombreux outils génétiques. Cette levure a été utilisée à 

travers de nombreuses mutations comme modèle pour l'étude de la sécrétion de protéines, du 

métabolisme du carbone, de l'utilisation des substrats hydrophobes, de la biogenèse des 

peroxysomes, de la biogenèse du complexe mitochondriale I, du contrôle de la morphogenèse, 

de la régulation de la sécrétion de protéases (Barth et Gaillardin, 1997; Barth et al., 2003). 
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D.4.1. Les différentes souches de Yarrowia lipolytica 

De nombreuses souches ont été obtenues à partir des trois souches sauvages : W29, 

CBS 6124 et H222 (Tableau 1). Des mutants ont été construits ou isolés après mutagénèse en 

fonction du besoin en un acide aminé particulier (adénine, uracile,) et des vitamines telles que 

la biotine, la riboflavine et la thiamine (Bassel et al., 1971; Gaillardin et al., 1973; Heslot, 

1990). Certains mutants ont été isolés en fonction de la couleur des colonies qui pouvait être 

verte, rouge ou brune (Bassel et Mortimer., 1973; Barth et Weber, 1983). Des souches 

résistantes à des substances antifongiques et à différents analogues d‟acides aminés et sources 

de carbones ont également été isolées (Gaillardin et al., 1979; Morzycka et al., 1976; 

Gaillardin et al., 1979). 

 

Tableau 1: Tableau des principales souches utilisées de Yarrowia lipolytica  

Souche Origine Génotype Auteur Lieu  

W29 Egouts de Paris MatA  Paris 

Po1d W29 MatA leu2-270, ura3-302, xpr2-322 Gaillardin Grignon 

Po1a W29 MatA leu2-270, ura3-302  Gaillardin Grignon 

CBS 6124 Usine de maïs  Diploïde  Etats unis 

CBS 6124-1 CBS 6124 MatA  Etats unis 

CBS 6124-2 CBS 6124 MatB  Etats unis 

B204-12C CBS 6124 MatA met6-1 spo1-1 Barth  Bale/Dresden 

B204-12D CBS 6124 MatB leu3-4 spo1-1   

E150 W29+ CBS 6124 MatB his-1 ura3-302 leu2-270 xpr2±322 Gaillardin Grignon 

E129 W29+ CBS 6124 MatA lys11-23 ura3-302 leu2-270 xpr2±322 Gaillardin Grignon 

H222    Allemagne 
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D.4.2. Les outils génétiques  

Parmi les outils génétiques qui ont été développés chez Y. lipolytica il y a les 

vecteurs qui sont soit réplicatifs soit intégratifs (Gaillardin et Heslot, 1988).  

Les vecteurs intégratifs sont des vecteurs d’E. coli de type pBR322 contenant un 

marqueur de sélection de la levure. Ces vecteurs ne contiennent pas d‟origine de réplication 

chez la levure et ne peuvent pas se maintenir dans les cellules à moins de s‟intégrer dans le 

génome de la levure. La transformation des souches de levure par les vecteurs intégratifs se 

fait par la méthode à l‟acétate de lithium ou par électroporation. L‟intégration du vecteur dans 

le génome de la levure, va se faire par recombinaison homologue et cette intégration est 

favorisée par la linéarisation du vecteur. Cette méthode est celle utilisée pour effectuer la 

disruption d‟un gène par double crossing over, avec une cassette de disruption constituée du 

marqueur de sélection avec de part et d‟autre une zone d‟homologie de 500 à 1000 pb avec les 

regions promotrice et terminatrice du gène (Maftahi et al., 1996 ; Fickers et al., 2003). Ces 

vecteurs intégratifs permettent d‟effectuer des intégrations qui sont soit monocopie ou 

multicopie.  

Les vecteurs réplicatifs sont utilisés pour l‟étude des gènes essentiels et la  

transformation de la levure par les vecteurs réplicatifs se fait également par la méthode à 

l‟acétate de lithium ou par électroporation. Les vecteurs réplicatif ARS (autonomously 

Replicating Sequence) sont des plasmides centromériques qui contiennent un marqueur de 

sélection de levure, une origine de réplication (ORI) chromosomique et un centromère 

chromosomique.  

Pour la sélection des différents transformants construits, les marqueurs d‟auxotrophie 

LEU2 qui code l‟isopropyle malate déshydrogénase et URA3 qui code l‟orotidine -5-

phosphate décarboxylase ont été développés et sont les plus utilisés chez la levure Y. 

lipolytica.  

 

E. Compartimentation et signaux d’adressage chez Yarrowia lipolytica 

La compartimentation cellulaire chez les eucaryotes et notamment chez les levures 

est indispensable au fonctionnement correct de leur métabolisme complexe. La quasi-totalité 

des protéines est synthétisée dans le cytoplasme. Néanmoins ces protéines doivent être 

adressées aux différents compartiments tels que la membrane plasmique, le noyau, la 

mitochondrie et les autres organites qui baignent dans le cytoplasme. Les protéines ne peuvent 
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exercer leurs activités respectives selon des processus précis que lorsqu‟elles sont dans leur 

compartiment, où toutes les conditions sont réunies pour leur fonctionnement.  

Chez les eucaryotes en général tout comme chez Y. lipolytica les compartiments 

cellulaires fonctionnels sont divisés en 3 catégories. La première catégorie de compartiments 

est constituée par le noyau et le cytosol. La deuxième regroupe l‟ensemble des organites 

impliqués dans les voies endo-cellulaires et sécrétoires tels que le réticulum endoplasmique, 

les peroxysomes, l‟appareil de Golgi, les endosomes et les lysosomes. La troisième catégorie 

de compartiments est attribuée aux organites d'origine endosymbiotique (la mitochondrie et le 

chloroplaste). La protéine une fois la synthèse terminée peut être adressée à son compartiment 

par deux types de signaux. Le premier signal d‟adressage est effectué par le biais d‟un 

polypeptide de 3 à environ 60 acides aminés. Cette séquence polypeptidique appelée peptide 

signal est ajoutée à la protéine qui est normalement active avec ou sans cette séquence 

(McAlister-Henn et al., 1995) et va permettre d‟adresser de manière très spécifique la protéine 

vers un des compartiments cellulaires. Le deuxième type de signal se fait par un repliement de 

la protéine qui génère éventuellement une modification spécifique qui va favoriser son 

passage d‟un compartiment cellulaire à l‟autre. 

 

E.1. Signaux d’adressage aux peroxysomes 

Les peroxysomes sont des organites qui se retrouvent chez la quasi-totalité des 

cellules eucaryotes, où ils constituent le foyer de plusieurs processus biochimiques tels que la 

-oxydation des acides gras. Ils jouent un rôle fondamental dans toutes les réactions de 

détoxification des organismes aérobies, à travers la dégradation du peroxyde d‟hydrogène. 

Chez certaines levures comme Y. lipolytica, les peroxysomes gouvernent également la 

biosynthèse de la lysine et le métabolisme des alcanes et des dérivés d‟amines (Brown et 

Baker, 2008). La majorité des enzymes impliquées dans le cycle du glyoxylate a été retrouvée 

dans les peroxysomes confirmant le déroulement de ce cycle dans ces organites. 

Contrairement aux mitochondries, les peroxysomes sont des organites qui ne 

possèdent pas de matériel génétique propres. Par conséquent la totalité des protéines qui 

interviennent dans les réactions chimiques qui y sont effectuées sont importées du cytosol, 

après leur synthèse. Le transport des enzymes oxydatives dans les peroxysomes se fait par le 

biais des séquences d'adressage qui sont des peptides signaux associées à ces enzymes. Il 

existe en générale deux systèmes PTS (Séquence d'Adressage au Peroxysome) chez les 

eucaryotes. 
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Le premier système, PTS 1 situé au niveau C-terminal de la protéine est composé du 

tri-peptide Sérine-Lysine-Leucine (SKL). Gould et ses collaborateurs (1990) ont proposé 

comme séquence d‟adressage aux peroxysomes la séquence consensus (S/A/C)-(K/R/H)-

(L/M). Cette séquence consensus a évolué au fil des années. Le signal d'adressage SKL serait 

reconnu par la peroxyne 5 (Carvalho et al., 2007), un récepteur cytoplasmique appartenant à 

la famille des peroxynes.  

Les peroxynes sont codées par les gènes PEXn qui ont été identifiés chez de 

nombreux organismes (Kiel et al., 2006), chez les levures telles que S. cerevisiae (Erdmann et 

al., 1992; Lazarow, 1993), Y. lipolytica (Nuttley et al., 1993); chez le hamster chinois (Fujiki, 

2000) et récemment chez A. thaliana (Zolman et al., 2000). Les gènes PEXn sont requis pour 

la translocation des protéines dans la matrice des peroxysomes à travers leur membrane, pour 

la biogénèse de la membrane des peroxysomes et pour la prolifération de ces organites (Fujiki 

et al., 2006; Van Ael et Fransen, 2006).  

Le deuxième système d‟adressage PTS 2, est situé au niveau N-terminal et il est 

constitué de 9 acides aminés et est caractérisé par la séquence consensus (R/K)-(L/V/I)-

XXXXX (H/Q)-(L/A) (Rachubinski et Subramani, 1995; Lazarow, 2006). Le premier acide 

aminé est soit l'Arginine, soit la Lysine et le second est constitué principalement de la 

Leucine, mais peut être remplacé par la Valine ou l'Isoleucine. Viennent ensuite 5 acides 

aminés non spécifiés et les deux derniers qui peuvent être l'Histidine ou la Glutamine pour 

l'avant dernier, soit la Leucine ou de l'Alanine pour le dernier. Cette séquence est donc 

constituée principalement par des acides aminés basiques ou apolaires est un peptide signal 

qui est reconnu par le récepteur peroxyne 7 (Zhang et Lazarow, 1995; Marzioch et al., 1994). 

Il a été montré que Pex18p et Pex21p chez S. cerevisiae (Purdue et al., 1998) et Pex20p chez 

Y. lipolytica (Einwachter et al., 2001; Otzen et al., 2005) sont impliqués dans la translocation 

des protéines à PTS2 à travers la membrane des peroxysomes. Ces deux séquences sont 

mutuellement exclusives, c'est-à-dire qu'une protéine contiendra soit PTS1 soit PTS2 et 

jamais les deux. Il existe une très faible proportion de protéines de la matrice qui contiennent 

PTS2, chez les levures, contrairement aux protéines dans les plantes (Reumann et al., 2004) 

qui possèdent dans leur majorité, le système PTS2. Néanmoins PTS1 est la séquence 

d'adressage la plus souvent retrouvée.  

Il y a des protéines dépourvues de séquence d‟adressage de type PTS1 et PTS2 mais 

qui peuvent cependant être transportées à l‟intérieur des peroxysomes en s‟associant à 

d‟autres protéines qui possèdent ces séquences d‟adressage aux peroxysomes ou en formant 

des complexes  hétéromériques avec les isoformes. Nous avons le cas des cinq isoformes de 
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l'acyl-CoA oxydase (AOX), qui forment un complexe hétéropentamerique de 443 kD 

contenant une chaîne polypeptidique de chaque isoforme avant d‟être transporté dans la 

matrice des peroxysomes de la levure Yarrowia lipolytica. La formation du complexe Aox se 

fait dans le cytosol avant son importation dans les peroxysomes et aucun élément du 

complexe peut pénétrer dans la matrice des peroxysomes en tant que monomère (Titorenko et 

al., 2002). 

 

E.2. Signaux d’adressage à la mitochondrie 

Plus de 98% des protéines mitochondriales sont codées par l'ADN nucléaire et par 

conséquent synthétisées par les polysomes dans le cytosol. Elles sont ensuite adressées à la 

surface de la mitochondrie, et transportées soit dans l‟espace inter membranaire soit dirigées 

vers la membrane externe ou interne, ou véhiculées à travers la double membrane pour être 

ainsi importées dans la matrice de la mitochondrie (Lill et Neupert, 1996 ; Schatz et 

Dobberstein, 1996).  

Les protéines mitochondriales sont adressées vers ces organites, grâce à une 

séquence signal, située en N-terminal et composée de 10 à 70 acides aminés basiques et 

hydrophobes (Préprotéines) dont le transport à travers la membrane mitochondriale requiert 

de l'énergie. A ce jour de nombreuses théories ont montré l‟existence d‟un modèle de 

transport des protéines qui est gouverné par un complexe composé de séquences peptidiques 

qui ont des sites de reconnaissance sur les surfaces externe (cis) et interne (trans) de la 

mitochondrie (Bolliger et al., 1997) 

Les protéines, après synthèse dans le cytosol, sont associées à des molécules 

chaperons du genre hsp70 dont la fonction consiste au contrôle de leur conformation 

tridimensionnelle. Un complexe de plusieurs sous-unités protéiques qui a été nommé 

translocase de la membrane externe mitochondriale (Tom), est composé de plusieurs protéines 

réceptrices Tom70-Tom37 et Tom20-Tom22 qui reconnaissent les préprotéines localisées 

dans le cytosol c'est-à-dire du coté cis de la membrane mitochondriale (Schatz, 1997). Le 

récepteur Tom 22 est la protéine réceptrice centrale du complexe de réception de la membrane 

externe (Moczko et al., 1997). Les chaperons vont capturer la protéine dans le cytosol et la 

maintenir "déroulée" pour aider son passage à travers les récepteurs membranaires au travers 

de la double membrane.  
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Par la suite, les préprotéines sont transférées par le biais des translocases de la 

membrane interne (Tim) à la surface des membranes internes de la mitochondrie (Pfanner et 

al., 1994). 

A l'intérieur de la mitochondrie le peptide signal est éliminé par une "signal peptidase", et un 

autre signal l'acheminera vers sa destination finale au sein de l'organite. La protéine sera prise 

en charge par un autre chaperon qui va l‟aider à acquérir sa conformation finale et la rendre 

fonctionnelle. Les enzymes impliquées dans les processus métaboliques qui se déroulent dans 

la mitochondrie telles que le cycle du TCA et la -oxydation mitochondriale sont importées 

par ce modèle complexe de translocation. 

E.3. Les signaux d’adressage au cytoplasme 

La quasi-totalité des protéines est synthétisée dans le cytosol via les organites spécialisés sous 

la commande nucléaire. Les protéines destinées à rester dans le cytosol n‟ont pas de séquence 

d‟adressage particulière et donc rentrent en activité dans les processus métaboliques propres 

aux fonctions cytoplasmiques. Le transport des protéines cystosoliques fait appel donc à des 

processus divers et complexes. Certaines de ces protéines peuvent transiter du cytoplasme 

vers le noyau via les pores nucléaires. Les protéines destinées au noyau portent un signal de 

localisation nucléaire qui est reconnu par des protéines cytosoliques qui s'associent à elles et 

les guident vers les pores nucléaires. La reconnaissance du signal déclenche alors l'ouverture 

du pore nucléaire. Le noyau et le cytoplasme ne forment qu'un compartiment physique lors de 

la division chez les eucaryotes supérieurs. 

 

Mon travail de thèse s‟est articulé autour de deux points fondamentaux. Dans la 

première partie j‟ai commencé l‟étude des enzymes de la voie de synthèse des triglycérides à 

travers leur localisation chez Yarrowia lipolytica. Dans la deuxième partie je me suis focalisée 

sur l‟étude des enzymes malate déshydrogénases chez Yarrowia lipolytica car contrairement à 

la plupart des levures hémiascomycètes qui possèdent trois gènes codant la malate 

déshydrogénase, seulement deux gènes malate déshydrogénases ont été identifiés chez cette 

levure. Les résultats obtenus ont orienté ma thèse sur le deuxième volet de cette partie qui est 

l‟étude des autres enzymes impliquées dans le cycle du glyoxylate et la localisation de ces 

différentes enzymes dans la cellule et les compartiments dans lesquels ont lieu les différentes 

étapes du cycle glyoxylate. 
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MATERIEL ET METHODES 

A. Matériel  

A.1. Les souches  

A.1.1. Les souches de levure : Yarrowia lipolytica 

Plusieurs souches de levures ont été utilisées parmi lesquelles, la souche  Po1d : Mat 

A, leu2-270, ura302, xpr2-322 (Barth et Gaillardin, 1996) et les autres mutants de cette 

souche qui est proche de la souche sauvage W29. Cette souche a été utilisée surtout pour la 

construction des mutants du cycle du glyoxylate.  

D‟autres souches vont être utilisées pour la localisation des gènes de la voie de 

synthèse des triglycérides LRO1 et DGA1. Ce sont des souches mutantes de Po1d et qui 

proviennent du laboratoire de Jean-Marc Nicaud (LMGM, Thiverval-Grignon). Il s‟agit des 

souches JMY 1346  (JMY 1202 Po1d ∆gut2 Ura
-
Leu

-
), JMY 1367 (∆pox 1-6 ∆gut2 Ura

-
Leu

-

), JMY 1215 (∆lro1 Ura
-
Leu

-
) et JMY 1330 (∆dga1 Ura

-
Leu

-
). 

 

A.1.2. Les souches de bactérie : Escherichia coli 

Nous avons utilisé principalement la souche Mach1-T1 (F
-
mcrA∆ (mrr-hsdRMS-

mrcBC) ∆80lacZ∆M15∆lacX74recA1 deoR araD139 ∆ (ara-leu) 7697 galU galK rpsL(Str
R
) 

endA1 nupG Mach1-T1) pour le clonage de toutes cassettes d‟expression ou de disruption. La 

quasi-totalité des cellules compétentes pour les manipulations génétiques sont obtenues à 

partir de cette souche d‟Escherichia coli. 

 

A.2 Les vecteurs  

A.2.1. Les vecteurs d’expression  

JMP62-URA3ex : c‟est un vecteur qui sert de navette entre E. coli et Y. lipolytica. Il 

contient le gène de résistance à la kanamycine. C‟est un vecteur intégratif qui contient le 

promoteur POX2,  le marqueur d‟auxotrophie URA3 et les séquences ZETA (Figure 12). 

JMP62-LEU2ex : c‟est également un vecteur qui est utilisé comme navette entre E. 

coli et Y. lipolytica. Il contient l‟origine de réplication ColE1 de E. coli et le gène de 

résistance à la kanamycine. C‟est un vecteur de type intégratif qui contient le promoteur 

POX2, les séquences ZETA et le marqueur d‟auxotrophie LEU2 (Figure 12). 
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Figure 12 : Schéma de la carte des vecteurs d’expression JMP62-URA3ex et JMP62 

LEU2ex 

 

A.2.2. Les vecteurs pour la production de protéines  

Pour la production des protéines de fusion dans E. coli, le plasmide pMAL c2X  a été 

utilisé. En effet la construction a consisté à fusionner le gène d‟intérêt avec le gène de la MBP 

pour permettre sa purification une fois produite dans la bactérie. 

Le vecteur pMAL c2X  a été conçu pour permettre l‟expression et la purification 

d'une protéine produite à partir d'un gène ou un cadre ouvert de lecture. Le gène est inséré en 

aval du gène malE qui code la protéine Maltose Binding Protein (MBP), permettant 

l'expression d'une protéine de fusion MBP. La MBP dans ces vecteurs a été introduite pour 

permettre une  liaison à l'amylose. Le vecteur contient  le promoteur fort  tac  et la séquence 

signal de l'initiation de la traduction du malE pour permettre une forte expression des gènes 

clonées et une étape de purification de la protéine de fusion au moyen d'affinité MBP pour le 

maltose.  

Le vecteur contient également un site de clonage multiple et est porteur du peptide 

signal d‟adressage des pré-protéines de fusion MBP dans le cytoplasme porteurs et d‟une 

séquence codante pour le site de reconnaissance d'une protéase spécifique, qui va permettre le 

clivage de la protéine d'intérêt après purification.  
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Figure 13 : Carte du plasmide pMAL c2X  pour la production des protéines dans E. coli 

 

A.2.3. Les vecteurs pour le clonage des cassettes de disruption 

Les vecteurs pBluescript II KS (+/-) et pBluescript II SK (+/-) : Pour le clonage 

des cassettes de disruption, nous avons utilisé le plasmide pBluescript II KS (+/-) ou le 

pBluescript II SK (+/-). Ces deux séries de vecteur représentent deux orientations du MCS 

(multiple cloning site) présent dans le gène lacZ codant pour le fragment alpha N terminal de 

la bêta-galactosidase (KS représente l‟orientation du MCS avec lequel la transcription de lacZ 

se fait de KpnI à SacI au lieu de SacI à KpnI en ce qui concerne SK).  

Les symboles + et – du pBluescript indiquent l‟orientation de la région inter génique 

(IG). Les deux vecteurs contiennent le promoteur inductible plac en amont de la région lacZ 

qui complémentée avec la région E. coli lacZ permet la sélection de colonies blanches contre 

les colonies de couleur bleue lorsqu‟il n‟y a pas d‟insertion de fragment d‟ADN dans le MCS. 

Ils contiennent également une origine de replication ColE1 ori et le gène de résistance à 

l‟ampicilline pour la sélection des transformants. 

 

Figure 14 : Carte des vecteurs de clonage pBluescript II KS (+/-) et pBluescript II SK (+/-)  
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A.3. Les milieux de culture 

A.3.1. Les milieux pour Yarrowia lipolytica 

A.3.1.1. Les milieux de culture classique pour Yarrowia lipolytica 

 Milieu complet YPD 

- 10 g/L Bactopeptone 

- 10 g/L Extrait de levure (Yeast Extract, Difco, Detroit, MI) 

- 10 g/L Glucose 

 

 Milieu minimum YNBNO 

- YNB W/O (Yeast Nitrogen Base; w/o acides aminés , sulfate d‟ammonium) 0.67% 

- NH4Cl 0.5% 

- Tampon phosphate (KH2PO4-Na2HPO4) pH6.8, 50 mM 

- Glucose 1% 

 

A.3.1.2.Les milieux de culture pour la croissance des mutants Yarrowia lipolytica 

 Milieu minimum YNB Casa : sélection des mutants Ura
+ 

; Leu
-
 

- YNB W/O (Yeast Nitrogen Base ; w/o acides aminés , sulfate d‟ammonium) 0.67% 

- NH4Cl  0.5% 

- Tampon phosphate (KH2PO4-Na2HPO4) pH6.8, 50 Mm 

- Glucose 1% 

- Casaminoacids 0.2% 

 

 Milieu minimum YNB Ura : sélection des mutants Ura
-
; Leu

+
 

- YNB W/O (Yeast Nitrogen Base ; w/o acides aminés , sulfate d‟ammonium) 0.67% 

- NH4Cl  0.5% 

- Tampon phosphate (KH2PO4-Na2HPO4) pH6.8, 50 mM 

- Glucose 1% 

- Uracile 0.05g/l 
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A.3.1.3. Le milieu d’induction pour l’accumulation des triglycérides 

Nous avons utilisé le milieu préparé selon le tableau 1, surtout pour l‟analyse des 

corps lipidiques dans les souches dans lesquelles nous avons fusionné les gènes DGA1 et 

LRO1 avec la YFP. 

 

Tableau 2 : Composition du milieu d’induction pour l’accumulation des triglycérides 

Solution stock Stérilisation  500 ml Concentration finale. 

YNB W/O 50 g/l Filtration 0.22 µm 17 ml 0.17% 

NH4Cl 250 g/l 121° 20 min 10 ml 0.5% 

Tampon PO4 NaK pH6.8 500 mM 121° 20 min 50 ml 50 mM 

YE (100g/l) Filtration 0.22 µm 7.5 ml 1.5 g/l 

Emulsion d’acide oléique 20% Sonication 50 ml 2% 

 

A.3.1.4. Les milieux pour les analyses phénotypiques : tests en goutte  

Pour la réalisation des tests en gouttes pour l‟analyse phénotypique, nous avons 

utilisé plusieurs milieux à partir du milieu minimum de culture de Yarrowia lipolytica 

complémenté par différentes sources de carbone (Tableau 3). La composition du milieu 

dépend du test de croissance que nous voulons réaliser. Nous avons utilisé dans la plupart des 

cas une émulsion d‟acide oléique, de tributyrine, de trioléine comme source de carbone avec 

des contrôles sur glucose milieu minimum ou milieu riche. Les milieux sont quelque fois 

complémentés par l‟uracile, les casamino acides ou la leucine pour les souches auxotrophes. 

 

Tableau 3 : Composition du milieu pour les analyses phénotypiques : tests en goutte. 

Solution stock Stérilisation  500 ml Concentration finale. 

AGAR 2% 121° 20 min  1.6% 

YNB W/O 50 g/l Filtration 0.22 µm 17 ml 0.17% 

NH4Cl 250 g/l 121° 20 min 10 ml 0.5% 

PO4 NaK pH6.8 0.5 mM 121° 20 min 50 ml 50 mM 

Emulsion 20% Sonication 50 ml 2% 
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A.3.2. Les milieux pour Escherichia coli 

A.3.2.1. Le milieu de culture complet : Luria-Bertani broth (LB)  

- 10 g/L Bactotryptone 

- 5 g/L Extrait de levure (Yeast Exctract, Difco, Detroit, MI) 

- 10 g/L NaCl 

-  pH ajusté à 7 

A.3.2.2. Le milieu de culture pour la sélection des transformants 

Pour la sélection des transformants d‟E. coli le milieu de culture complet est utilisé 

additionné d‟un antibiotique selon le gène de résistance contenu dans le plasmide utilisé. La 

Kanamycine (50 à 100 μg/mL) a été utilisée dans la majorité des clonages avec les vecteurs 

JMP62-URA3ex ou JMP62-LEU2ex et l‟ampicilline (50 à 100 μg/mL)  pour les vecteurs 

pMAL-c2X et pBluescript. 

 

A.3.2.3. Le milieu de culture pour la production des protéines de fusion 

- 10 g tryptone 

- 5 g yeast extract 

- 5 g NaCl 

- 2 g glucose 

- IPTG (concentration 0.5 mM) 

 

B. Méthodes 

B.1. Méthodes liées aux acides nucléiques  

B.1.1. Techniques de préparation de l’ADN 

B.1.1.1. Extraction d’ADN plasmidique de bactéries 

 Extraction d’ADN plasmidique au STET 

1,5 ml de culture  de la souche E. coli est centrifugé pendant 5 min, et après 

élimination du surnageant le culot est repris dans 300 µl de STET et ensuite 12,5 µl de 

lysozyme (10 mg/ml) sont ajoutés à ce mélange.  

Cette préparation est incubée à 100°C pendant 1 min et est ensuite centrifugée 

pendant 30 min à température ambiante. Le culot est éliminé et 210 µl d‟isopropanol sont 
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ajoutés au surnageant qui est ensuite incubé pendant 5 min à température ambiante. Après 

cette incubation la préparation est centrifugée pendant 10 min à température ambiante.  

Le culot d‟ADN est ensuite lavé avec 300 µl d‟éthanol 70% par centrifugation, séché 

et résuspendu dans 30 µl TE  avec RNase A à 100 µg/ml. 

 

 Extraction avec le kit QIAGEN 

Le kit QIAGEN permet d‟extraire un ADN plasmidique de meilleure qualité selon le 

protocole établi dans le guide du kit 

 

B.1.1.2. Extraction d’ADN génomique de levures 

 Extraction d’ADNg au phénol/chloroforme 

Une culture en tube dans 5 ml YPD est effectuée à partir d‟une colonie isolée et 

l‟incubation est effectuée à 28°C sous agitation 180 rpm pendant 48 heures. Ensuite 2 ml de 

culture d‟environ 20 de DO600 sont prélevés et centrifugés pendant 5 min à 13000 rpm. Le 

surnageant  est éliminé et le culot est lavé  avec 1 ml d‟eau. Un volume de 200 µl de tampon 

de lyse est ajouté au culot cellulaire et ensuite 300 µl de phénol/chloroforme (pH7) est ajouté 

suivi de l‟ajout d‟environ 0,3 g de bille en verre (acid-washed, 45 µm). Le contenu du tube est 

vortexé à la vitesse maximum pendant 5 min. Un volume de 300 µl de TE  est ensuite ajouté 

et mélangé de nouveau  pendant 10 secondes. La totalité de ce mélange est centrifugée 

pendant  5 min à 13000 rpm.  

La phase aqueuse est récupérée dans un nouveau tube et mélangée à 400 µl de 

chloroforme/alcool isoamylique pendant 10 secondes. Ce mélange est centrifugé pendant 3 min  

à 13000 rpm et la phase aqueuse est récupérée dans un nouveau tube et mélangée par 

retournement. Après l‟ajout de 1 ml d‟éthanol absolu l‟ADN est précipité. Une autre 

centrifugation est effectuée pendant 10 min à 13000 rpm, et le surnageant est éliminé. Un volume 

de 400 µl de TE/Rnase A 100 µg/ml est ajouté suivi d‟une incubation à 37°C pendant 15 min. 

Ensuite 10 µl d‟acétate d‟ammonium 4 M et 1 ml d‟éthanol absolu est ajouté à la préparation 

précédente et le tout est mélangé par retournement, centrifugé pendant 10 min à 13000 rpm et le 

surnageant  est éliminé Le culot est lavé avec 500 µl éthanol 70%, puis centrifugé pendant 2 min 

à 13000 rpm et le surnageant éliminé. Le séchage du culot est ensuite réalisé au speed vac ou 

dans une étuve à 37°C. L‟ADNg est à la fin repris dans 50 à 100 µl d‟eau. 
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 Extraction d’ADNg avec la Zymolyase 

Une culture liquide avec 5 ml YPD pendant 40 à 48 heures à 28°C  est effectuée à 

partir d‟une colonie isolée de la souche d‟intérêt. Un échantillon de 1,5 à 3 ml de culture est 

centrifugé à 13000 pendant 5 min. Le culot est ensuite re-suspendu dans 500 l de tampon 

Sorbitol (1M, Tris-HCl 0,1 M pH 8-EDTA 0,1M). 50 l de zymolyase (3 mg/ml), puis 50 l 

de -mercaptoéthanol (0,28 M) sont ajoutés à la suspension qui est par la suite incubée 

pendant 1 h  à 37°C.  

La préparation est ensuite centrifugée et remise en suspension dans 500 l de TE (50 

mM Tris-HCl pH 8,0, 20 mM EDTA) additionnée ensuite de 50 l de SDS 10%. Le tout est 

incubé à 65°C pendant 20 min. Une quantité de 200 l de solution d‟acétate de potassium 5 M 

est par la suite ajoutée et incubée pendant 30 min dans la glace.  

Après une centrifugation à  13000 rpm pendant 5 min le surnageant est mélangé à 

700 µl d‟isopropanol, incubé à température ambiante pendant 10 min. Le tout est centrifugé et 

le culot est repris dans 500 µl éthanol à 70°C, centrifugé à nouveau et le culot est repris dans 

400 l de TE-Rnase A (TE + 100 µg/ml de RNase A) et  incubé à 37°C pendant  15 min à 1 h. 

L‟ADN est précipité par ajout de 40 µl acétate de Na 2,5 M pH 5,2 et de 1 ml 

d‟éthanol 100%. Cette préparation d‟ADN est centrifugée, lavée avec 700 µl d‟éthanol 70%. 

Après centrifugation le culot d‟ADN est repris dans 100 l d‟eau. 

 

B.1.2. Technique d’amplification de l’ADN (PCR) 

L‟amplification des fragments d‟ADN est réalisée par réaction de polymérisation 

nommée PCR (Polymerase Chain Reaction) dans un appareil 2720 Thermal Cycler, AB 

Applied Biosciences (CA, USA).  

Il s'agit d'une amplification enzymatique in vitro à l'aide d‟une polymérase qui dans 

notre cas est soit une Taq polymérase (New England Biolabs) soit la Pyrobest (TaKaRa) ou la  

GoTaq pour les PCR de vérification. Elle est mise en œuvre par l‟enzyme et deux amorces 

oligonucléotidiques dont les extrémités 3-prime pointent l'une vers l'autre. Les amorces 

définissent alors, le frangment d‟ ADN à amplifier.  

La PCR s‟est généralement effectuée en 30 cycles d'amplification successifs et 

chaque cycle est composé de 3 étapes : 

- une étape de dénaturation de l'ADN pendant 1 min à 94°C 

- une étape d'hybridation des 2 amorces pendant 30 Sec entre 45 et 60 °C 

- une étape d'élongation de la copie d'ADN à 72°C (1 kb / minute) 
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Le choix de la température d'hybridation se fait en fonction de la température de 

fusion (Tm) des amorces utilisées. 

Les réactions de PCR sont réalisées dans des microtubes de 0,3 mL. Le mélange 

réactionnel standard est composé de l'ADN matrice (environ 10 ng), 50 pmoles de chaque 

amorce, 200 μM de chaque dNTP, 1,5 mM MgCl2, 2,5 U de Taq polymérase ou 5 U de 

Pyrobest et le tampon fourni avec l'enzyme à la concentration indiquée, dans un volume final 

de 50 μL.  

 

B.1.3. Analyses et utilisation de l’ADN 

B.1.3.1. Digestion de l’ADN par les enzymes de restriction 

Pour toutes les manipulations génétiques on a eu recours dans la plupart des cas à 

une digestion des ADN plasmidiques, génomiques et des fragments de PCR pour réaliser une 

transformation une ligation ou d‟autres manipulations géniques. A cet effet les endonucléases 

de restriction (New England Biolabs) sont utilisées à raison de 1 à 5 unités par μg d‟ADN. La 

réaction s‟effectue pendant 1 à 2 heures ou  plus longtemps  en fonctions des conditions 

d‟incubation données par le fournisseur. En général la température d‟incubation est de 37°C 

pour la majorité des enzymes de restriction. 

 

B.1.3.2. Déphosphorylation de l’ADN 

La déphosphorylation des extrémités 5‟ du vecteur a été effectuée dans certains cas 

après la linéarisation du vecteur (plasmide digéré par les enzymes de restriction) pour éviter  

sa recircularisation pendant la ligature. La phosphatase antartica isolée à partir d‟une source 

recombinante  est utilisée à raison de 1 unité de Phosphatase Antarctica par réaction dans son 

tampon  aussi à 1 X et incubée à 37 ° C. Une unité est définie comme la quantité d'enzyme qui 

déphophoryle 1 mg d'ADN vecteur pUC19 coupé par HindIII 30 minutes à 37 °C.  

La phosphatase antartica permet une déphosphorylation qui entraine une inhibition 

de la recircularisation > 95% dans une réaction d'auto-ligature. La réaction est arrêtée par une 

inactivation thermique de l‟enzyme  pendant 5 minutes à 65 °C. 
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B.1.3.3. Méthodes de séparation par électrophorèse  et purification de l’ADN  

Pour l‟analyse de la présence et de la taille des fragments des acides nucléiques, on 

réalise la séparation et la purification des fragments d‟ADN contenus dans les différentes 

préparations par une électrophorèse sur gel d'agarose. 

Ceux-ci sont révélés par le bromure d'éthidium (BET), un colorant dont la 

fluorescence augmente très sensiblement quand il interagit avec l'ADN. Dans le cas d'une 

préparation d'ADN plasmidique, on observe sous UV une ou plusieurs bandes colorées bien 

définies dans le gel, correspondant à l'ADN du plasmide. Dans le cas d'ADN génomique, on 

observe plusieurs bandes souvent continues formant un smear correspondant aux fragments 

d'ADN issus de la coupure statistique du chromosome résultant des traitements mécaniques 

lors de l'extraction. 

 

B.1.3.4. Ligature de l’ADN   

La ligase du phage T4 est utilisée pour rassembler 2 fragments d‟ADN par une 

liaison ester entre le fragment 5‟ phosphate et le fragment 3‟ OH. Les conditions de ligature 

varient suivant la nature des extrémités de l‟ADN. En général, la ligature de l‟ADN est 

effectuée pendant une période de temps allant de 1 à plusieurs heures, dans un volume final de 

20  µl, dans les conditions de la réaction sont données par le fournisseur. La plupart des 

ligatures sont réalisées à 18 °C sur la nuit. 

 

B.1.4. Southern blot 

B.1.4.1. Préparation et digestion de l’ADNg 

Pour la réalisation du Southern blot l‟ADN est préparé dans notre cas par la méthode 

d‟extraction au phénol pour avoir une quantité suffisante pour nos expériences. L‟ADN est 

digéré par une enzyme appropriée pour la suite de notre analyse. Pour cela la quantité 

d‟ADNg requise, est digérée par l‟enzyme requise généralement sur la nuit dans les 

conditions données par le fournisseur. 

 

B.1.4.2. Migration sur gel et transfert sur membrane 

Une concentration fixe pour chaque échantillon digéré est mélangée à 6 µl de tampon 

de charge 6X. Le mélange est chargé sur un gel d‟agarose (0.8% dans la majorité des cas). La 

migration est effectuée soit à 200 V pendant 4 heures  ou à 50 V sur la nuit. Après migration, 

le gel est traité par une solution 0,2 N HCL pendant 20 min puis par une solution 0,4 N NaOH 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Gel_d%27agarose
http://fr.wikipedia.org/wiki/Bromure_d%27%C3%A9thidium
http://fr.wikipedia.org/wiki/Plasmide
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pendant 20 min. Le transfert est effectué pendant une nuit par capillarité avec 0,4 N NaOH sur 

une membrane de Nylon chargée positivement. 

B.1.4.3. Sonde, hybridation et révélation 

Après le transfert, la membrane est rincée en tampon SSC 2X puis séchée à l‟air 

ambiant. La sonde est marquée au γ-P32 dCTP selon le protocole du kit Megaprime DNA 

Labelling Systems d‟Amersham. La membrane est ensuite pré hybridée à 60°C dans un 

volume minimum (50 à 100 ml) de tampon d‟hybridation (5X SSC ; 5X Denhart ; 25 mM 

tampon phosphate de sodium (pH 6,8) ; 0,1% SDS). Un volume d‟ADN de sperme de poisson 

(200 µg/ml d‟ADN) préalablement dénaturé  est ajouté et le tout est incubé pendant 30 min à 

1 heure à 60°C. 

L‟hybridation est ensuite effectuée avec la sonde préalablement dénaturée dans la 

même solution que la préhybridation pendant 3 heures à 60°C et la membrane est ensuite 

rincée (2X SSC, 0,1% SDS 5 min à température ambiante ; 2X SSC, 0,1% SDS 10 min à 

65°C ; 2X SSC, 0,1% SDS 10 min à 65°C ; 0,1X SSC, 0,1% SDS 20 min à 65°C ; 0,1X SSC, 

0,1% SDS 20 min à 65°C). La membrane est exposée 24 heures et plus si nécessaire avec des 

films autoradiographiques à –80°C. 

 

B.2. Méthodes de préparation des protéines 

B.2.1. Préparation des extraits cellulaires pour l’analyse des protéines 

Un prélèvement de 1 ml d‟une culture de la souche d‟intérêt est centrifugé pendant 5 

min à 13000 rpm. Ensuite deux lavages sont effectués avec 1 ml de tampon phosphate 100 

mM pH 6,8 froid. 

Après ce lavage un volume de 250 µl de  tampon phosphate 100 mM froid 

complémenté d‟un cocktail antiprotéase (complete lysis-B 2x EDTA free ; Roche) est ajouté 

au culot ainsi que 250 à 500 µl. Cette préparation est broyée à l‟aide du FastPrep 3 fois 1 min 

à la vitesse 6,5. 

 

B.2.2. Analyse sur gel d’électrophorèse des protéines intracellulaires 

Un volume de l‟extrait cellulaire correspondant à 20 de DO est complété à 55 µl par 

du tampon phosphate 100 mM pH 6,8 froid complémenté par un cocktail anti-protéase. 

Ensuite il est ajouté à cette préparation 25 µl de tampon de charge LDS [NuPAGE® LDS 
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(Lithium dodecyl sulfate] Sample Buffer ; Invitrogen) et 10 µl de DTT 10 X (500 mM). Le 

mélange est ensuite incubé  pendant 15 min à 70°C. 

Cette préparation est chargée sur un gel de polyacrylamide [NuPAGE® MOPS SDS 

(sodium dodecyl sulfate) Running Buffer ; Invitrogen] et le volume par puits est 

caractéristique du gel utilisé. La migration se fait au début à 100-120 mA pendant environ 20 

min et ensuite à 60-80 jusqu‟à la fin de la migration. 

 

B.2.3. Western blot 

B.2.3.1. Transfert des protéines sur membrane  

Le transfert se fait généralement dans un champ électrique qui fait migrer la protéine 

du gel vers la membrane et le tout dans un tampon de transfert [(Trizma base ; glycine ; 

SDS) ; méthanol ; eau]. Le gel est placé entre 2 éponges, 4 feuilles de papier filtre, et  la 

membrane sur laquelle va être transférée les protéines. La membrane toujours du côté de 

l‟anode et le transfert est effectué 4 heures à 150 mA ou sur la nuit à 50 mA. 

 

B.2.3.2. Hybridation et révélation 

Pour l‟analyse des protéines transférées, une première révélation peut être effectuée 

au rouge Ponceau pour confirmer l‟efficacité du transfert. Sinon pour conduire le process 

normal du western la membrane est saturée par une incubation pendant 1 heure dans 60 ml de 

PBS (Phosphate-Buffered Saline ; Invitrogen) 1X. Cette saturation est suivie de l‟incubation 

avec le premier anticorps dirigé contre la protéine cible. La membrane est ensuite lavée deux 

fois dans du PBS 1X suivie de l‟incubation avec l‟anticorps révélateur couplé à la peroxydase. 

La membrane est encore lavée 4 fois dans du PBS 1X et la révélation est effectuée avec le kit 

ECL  Plus Western Blotting Detection System de GE Healthcare. 

 

B.3. Méthodes de transformation 

B.3.1. Transformation d’Escherichia coli 

B.3.1.1. Technique de préparation des cellules compétentes  

La souche E. coli Mach1-T1 est ré-isolée sur milieu solide LB complémenté de 

MgCl2 10 mM. Cette culture est  incubée une nuit à 37°C. Le milieu SOB est préchauffé sur 

la nuit à 37°C. Le lendemain 10 ml de milieu SOB est ensemencé  avec quelques colonies et 

incubé à 37°C à 200 rpm jusqu'à ce que la culture atteigne une DO (600 nm) de l'ordre de 0,3.  
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Ensuite une fiole contenant 50 ml de milieu SOB est ensemencée au 1/20 (soit 0,015 

de DO final). Cette culture est Incubée à 37°C à 200 rpm jusqu'à ce que la culture atteigne une 

DO (600 nm) de l'ordre de 0,4 à 0,8 (2 à 4 heures suivant les souches). Il est conseillé de ne 

pas dépasser les 0,8 de DO. (A partir de cette étape la manipulation est effectuée sur glace et 

avec des tampons froids). 

La totalité de la culture est centrifugée 10 min à 5000 rpm dans une centrifugeuse à 

+4°C. Le surnageant est éliminé et le culot est résuspendu doucement dans 3 ml de tampon 1 

(30 mM acétate de K ; 100 mM RbCl2 ; 10 mM CaCl2 ; 50 mM MnCl2 ; 5 % glycérol ; eau 

UP) froid. Après ré-suspension, 13 ml de tampon 1 froid est ajouté et le tout  est doucement 

mélangé. Le tout est incubé 5 min à +4°C et est par la suite centrifugé 10 min à 5000 rpm à 

+4°C. Le culot de cellules est ensuite repris dans  4 ml de tampon 2 (10 mM PIPES; 10 mM 

RbCl2 ; 75 mM CaCl2 ; 15 % glycérol ; eau)  froid. Après une incubation 15 min à +4°C, les 

cellules compétentes sont aliquotées (100 ou 200 µl) et conservées à -80°C. 

 

B.3.1.2. Clonage  

Généralement il s‟agit de la transformation d‟un produit de ligation. Les cellules 

compétentes d‟E. coli sont mises à décongeler en même temps que les tubes contenant la 

ligation dans la glace pendant le temps de décongélation des compétentes. Après la 

décongélation 50 à 100 µl de cellules compétentes d‟E. coli sont directement ajoutés dans les 

tubes contenant la ligation.  

Après une incubation de 30 min dans la glace, un choc thermique est effectué à 42°C 

pendant environ 1 min. La préparation est ensuite incubée dans la glace pendant 5 minutes. 

Ensuite une quantité de 250 µl de milieu SOC est ajouté à la préparation et le tout est incubé à 

37°C. Le temps d‟incubation est fonction du marqueur de sélection (1 heure pour une 

sélection kanamycine ; 15 min à 1 heure  pour une sélection ampicilline).  

Une fois l‟incubation terminée 20 à 150 µl de transformation est étalé sur boites de 

Pétri contenant le milieu sélectif. Les cultures sont incubées à 37°C. 
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B.3.1.3. Vérification des clones 

 Rapid screen 

Pour l‟analyse des clones après la transformation des plasmides dans E. coli une des 

premières méthodes est le ‟rapid screening” qui consisté à piquer avec une pointe jaune une 

colonie et la reprendre dans 16 µl de tampon de lyse [9 vol GLD (25% ficoll 400 0,25% Bleu 

de bromophénol) 10X ;  40 vol alcaline SDS (sodium dodecyl sulfate) ; RNaseA 10 mg/ml ; 

11 vol eau].  

Les cellules sont laissées 10 min dans le tampon de lyse à température ambiante. 

Ensuite il faut ajouter 3 µl d‟Acétate de K (5 M acétate de K ; Acide acétique glacial ; Eau) et 

centrifuger  le tout pendant 4 min à 13500 rpm et charger 16 µl de surnageant sur un gel 

d‟agarose de 0,8 %. Et laisser migrer: 2 à 4 cm  100 V max soit environ 30 à 45 min. 

 

 PCR sur colonies de bactéries 

Pour effectuer la PCR sur les colonies de bactéries une petite pointe de cellule est 

prélevée et reprise dans 20 µl d‟H2O avec un cône. Le mélange est vortexé et mélangé à 30 µl 

de mix (2 µl de primer  à 100 µM; 3 µl dNTP 2.5 mM. 5 µl tampon 10 X ; .3 µl de Taq ; qsp 

30 µl H2O). L‟amplification se fait par la suite comme une PCR classique. 

 

 Extraction de plasmide et restriction  

L‟extraction d‟ADN plasmidique est effectuée par la méthode au STET ou par la 

méthode avec le kit QIAGEN. Pour la vérification des clones, 1 à 5 µl de mini prep est 

nécessaire pour la digestion et la restriction est effectuée avec des enzymes appropriées 

donnant un profil bien déterminé. 

 

B.3.2. Transformation de Yarrowia lipolytica 

B.3.2.1. Préparation de compétentes 

 Préparation de compétentes à partir de culture sur milieu solide 

La souche à transformer est étalée  sur boite YPD et incubée à 28°C pendant 16 à 24 

H. A partir de cette culture une anse de cellules est prélevée et reprise dans  1ml TE dans un 

tube Eppendorf stérile. Le tout est centrifugé à 10 000 rpm et le surnageant éliminé.  
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Le culot est ensuite repris dans 600 µl d‟acétate de lithium 0,1 M pH 6,0. Cette 

préparation est incubée 1 heure à 28°C  dans un bain marie sans agitation. Elle est ensuite 

centrifugée pendant 2 min à 3000 rpm. Le surnageant est ensuite éliminé et les cellules 

reprises dans 60 µl d‟acétate de lithium 0, 1 M pH 6,0. Ces cellules compétentes sont 

conservées à 4°C ou dans la glace. 

 

 Préparation de compétentes à partir de culture en milieu liquide 

Une préculture de la souche d‟intérêt est effectuée le matin dans 10 ml de milieu 

YPD/tampon citrate à partir d‟une boite fraîchement repiquée de la souche sur YPD solide. Le 

soir les cellules sont comptées sur cellule de Malassez, 2 erlens de 500 ml contenant chacun 

20 ml de YPD/buffer citrate sont ensemencées à 5.10
5
 cellules/ml et à 10

5
 cellules/ml. Les 

cultures sont incubées à 28°C sous agitation (180 rpm). Les cellules sont comptées le 

lendemain et la culture se situant entre 8.10
7
 et 1,5.10

8
 cellules/ml est centrifugée à 4000 rpm 

dans un tube falcon de 50 ml pendant 10 min. Les cellules sont ensuite lavées 2 fois avec 10 

ml de TE et le culot est repris dans 20 ml de solution LiAc, placé et incubé 1h à 28°C dans un 

bain-marie sans agitation.  

La préparation  est ensuite centrifugée 2 min à 2000 rpm et le culot est resuspendu 

dans du LiAc pour obtenir 5.10
8
 cellules/ml et les cellules sont stockées à +4°C en attendant 

leur utilisation. 

 

 

B.3.2.2. Transformation de cellules compétentes 

Pour la transformation nous ajoutons successivement 5 µl d‟ADN entraîneur (ADN 

de poisson), 1 à 10 µl d‟ADN à transformer puis 50 à 100 µl de cellules compétentes.  

Cette préparation est mélangée délicatement dans un tube par retournement et est 

incubée pendant 15 min au bain-marie à 28°C sans agitation. Ensuite 700 µl de solution de 

PEG et le tout est incubé à 28°C pendant 1 h à 200 rpm (NB : pour une intégration multicopie 

(défectif, Ura3d4) ajouter 80 µL de DMSO (pour augmenter le taux de transformant de 2 à 7 

fois). Après cette incubation un choc thermique est effectué à 39°C pendant 10 mn dans un 

bain marie. 1,2 ml de solution LiAc 0, 1 M pH 6,0 est ensuite ajouté à la préparation et le 

mélange est étalé immédiatement et délicatement avec des billes sur des boites de milieu 

minimum YNB avec la sélection adéquate à raison de 200 µl par boite. Les cultures sont 

incubées à  28°C. Les transformants monocopies apparaissent entre 3 et 5 jours d‟incubation. 
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B.3.2.3. Vérification des transformants 

 PCR sur colonies de levures 

Une colonie est prélevée avec un cône et resuspendue dans 10 µl de NaOH 0,02 N 

dans un tube eppendorf 1,5 ml. Pour des grandes séries, les tubes  sont vortexés  avant 

l'incubation pour resuspendre efficacement les cellules qui sédimentent. Elles sont incubées 

pendant 5 min à 100°C et mis immédiatement sur la glace après l‟incubation. Les tubes sont 

ensuite centrifugés dans la centrifugeuse type « bulle » brièvement pour faire retomber les 

gouttes de condensation. 

Les cellules sont resuspendues à l‟aide du cône et 2 µl de chaque tube sont transférés 

dans un tube à PCR préincubé dans la glace. Un volume de 48 µl de mix (5 µl de tampon PCR 

10X,  5 µl de dNTPs 2.5 mM, 0,5 µl de chaque oligo à 100 µM, 0,5 µl de Taq 48 µl H2O) 

pour la réaction de PCR est mis dans chaque tube. La PCR est effectuée dans des conditions 

d‟amplification standard. 

 

 Extraction d’ADNg et PCR  de vérification 

L‟analyse des transformants par PCR sur l‟ADNg est effectuée avec l‟ADNg extrait 

au phénol et le protocole de PCR est effectué en fonction de la taille du fragment à amplifier 

et la température d‟hybridation des oligos utilisés. 

 

B.4. Méthodes de disruption  

B.4.1. Mutation au locus par simple crossing over 

La méthode de construction des cassettes pour la mutation par simple crossing over 

au locus est réalisée par une étape d‟amplification PCR de la région d‟intérêt, suivie du 

clonage de ce fragment dans un plasmide. Pour réaliser cette méthode, dans un premier temps 

un couple d‟amorces est dessiné avec l‟objectif d‟introduire la mutation souhaitée. Puis on 

réalise l‟amplification du fragment et le fragment est par la suite cloné dans un plasmide. Le 

plasmide est digéré par une enzyme de restriction qui coupe dans le fragment permettant 

l‟intégration par simple crossing over du plasmide dans le génome de la levure permettant la 

reconstitution d‟un gène muté et d‟une copie du gène deleté.  
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B.4.2. Mutation par double crossing over 

B.4.2.1. Construction de cassette de disruption par clonage 

Selon la méthode SEP (Maftahi et al., 1996) les cassettes de disruption sont 

généralement générées par deux étapes d‟amplification PCR. La première étape consiste à la 

construction d‟une cassette P-T (promoteur-terminateur). La partie promotrice nommée P est 

la partie en amont du gène et la partie terminatrice (T) la région en aval du gène d‟intérêt. 

Cette méthode a été adaptée pour Y. lipolytica (Fickers et al, 2003). 

Ces deux régions d‟environ 1kb, sont amplifiées à partir de  l‟ADN génomique de la 

souche sauvage de Y. lipolytica, W29 par les paires d‟oligonucleotides P1/P2 (pour la partie 

promotrice) et T1/T2 (pour la partie terminatrice).  

Une séquence de l‟enzyme I-SceI est ajoutée à la fin de l‟amorce P2 et au début de 

T1 ce qui va permettre d‟obtenir après amplification les fragments PCR, P-I-SceI et I-SceI-T 

qui sont ensuite mélangés et utilisés comme matrice pour la deuxième amplification PCR 

effectuée avec les amorces P1 et T2 pour obtenir la cassette P-I-SceI-T.  

Cette cassette est ensuite clonée dans le plasmide pBluescript. Le plasmide portant la 

cassette PT et le plasmide portant le marqueur de sélection d‟intérêt sont digérés par I-SceI. 

Après déphosphorylation du produit de digestion du plasmide PT, une ligature entre celui-ci 

et le marqueur de sélection (LEU2 ou URA3), est réalisée. Les plasmides résultant présentant 

les modules P-URA3-T, P-LEU2-T sont analysés par restriction enzymatique pour 

verification. 

Les cassettes de disruption PUT et PLT sont générées par amplification PCR en 

utilisant les plasmides correspondants et les amorces P1/T2. Ces fragments PCR sont ensuite 

utilisés pour la disruption du gène d‟intérêt par transformation de Y. lipolytica par la méthode 

de l‟acétate de lithium. 
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Figure 15 : Représentation schématique de la disruption d’un gène par double crossing 

over 

a) Représentation schématique du gène d‟intérêt (jaune) avec la partie promotrice P et la 

partie terminatrice T (bleu) et les oligos qui vont servir à les amplifier.  

b) Représentation schématique des parties P et T amplifiés (violet)  avec le site IsceI  

c) Représentation de la Fusion par PCR de P et T et clonage du fragment P-T dans le 

plasmide 

d) Représentation schématique de l‟insertion du marqueur URA3 (rouge) dans le fragment 

P-T pour obtenir la cassette de disruption P-U-T 

e) Représentation schématique de la disruption par double crossing over (transformation de 

la levure par la cassette de disruption). 

f) Excision du marqueur (facultatif) 

 

B.4.2.2. Construction de cassette par PCR 3 voies  

La méthode de construction des cassettes de disruption par la methode de PCR 3 

voies est également réalisée en deux étapes d‟amplification PCR. Pour réaliser cette méthode 

d‟abord 3 couples d‟amorces sont dessinées comme suit.  

Le premier couple d‟amorces constitué de P1 et P2 est destiné à l‟amplification de la 

partie promotrice nommée P qui est la partie en amont du gène. L‟amorce P2 ayant la fin 

constituée d‟une séquence nucléotidique complémentaire au début de l‟amorce A du 

marqueur.  



Matériel et Méthodes 

63 

 

Le deuxième couple d‟amorce est constitué de T1 et T2 dessinés pour l‟amplification 

de la partite terminatrice nommée T, sachant que T1 a le début de sa séquence nucléotidique 

complémentaire au début de  l‟amorce B du marqueur.  

Nous avons enfin le couple d‟amorce A et B destiné à amplifier le marqueur. Les 

fragments P, T et le marqueur ont été amplifiées séparément dans un premier temps, avec 

leurs amorces correspondante P et T à partir de l‟ADN génomique de la souche sauvage de Y. 

lipolytica, W29, et le Marqueur à partir d‟un plasmide.  

Dans un second temps les trois fragments ont été mis ensemble dans des proportions 

bien déterminées et ont été amplifiés par les amorces P1 et T2 permettant ainsi la fusion par 

PCR des 3 fragments et donnant la cassette de disruption P-M-T qui est ensuite utilisée pour 

la disruption du gène d‟intérêt par transformation de Y. lipolytica par la méthode à l‟acétate de 

lithium (Figure 16). 

 

Figure 16 : Représentation schématique de la construction de la disruption par PCR 3 

voies  

a) Représentation schématique du gène d‟intérêt (jaune) avec la partie promotrice P et la 

partie terminatrice T (violet).  

b) Représentation schématique de l‟amplification des parties P et T amplifiés (vert)  et et du 

marqueur URA3 (rouge)  

c) Représentation de la fusion par PCR 3 voies de P, T et du marqueur URA3 pour obtenir la 

cassette de disruption P-U-T 

d) Représentation schématique de la disruption par double ‟crossing over” (transformation 

de la levure par la cassette de disruption). 
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B.5. Production et purification de protéines hétérologues 

B.5.1. Conditions de culture et de production de protéines de fusion avec la 

MBP 

Pour la production de protéines dans E. coli,  les cellules sont au préalable cultivées 

dans du LB plus ampicilline pendant une nuit  à 37°C. Le matin, 80 ml de milieu riche (LB + 

glucose + ampicilline) sont inoculés avec 0,8 ml de la préculture. Les cellules sont cultivées à 

37 °C avec une bonne aération  jusqu‟à atteindre au maximum 2 x 10
8
 cellules / ml (soit une 

DO à A600 d‟environ 0.5). Pour une meilleure production de protéine la DO600  doit être 

comprise entre 3 et 5. Une fois la DO requise atteinte, on ajoute l‟inducteur IPTG 

(isopropylthiogalactoside) à une concentration finale de 0,3 mM (par exemple 0,24 ml d'une 

solution stock à 0,1 M dans H2O). La culture est tout de suite remise à incuber à 37 ° C 

pendant 3 heures. La culture est transférée à 4 °C pendant une nuit. Les cellules sont 

récupérées le lendemain par centrifugation à 4°C pendant 10 minutes à 4000g. Les 

surnageants sont éliminés et les culots sont repris dans le tampon de lyse (20 mM Tris-HCl 

200 mM NaCl ; 1 mM EDTA ; 1 mM azide de sodium ; 10 mM β- mercaptoéthanol ou 1 mM 

DTT). Les suspensions cellulaires sont stockées à -80°C. 

 

B.5.2. Extraction de protéines 

Les cellules obtenues après la culture et stockées à -80°C sont mises à décongeler sur 

la glace ce qui va constituer une longue étape de  décongélation. Une fois décongelées, les 

cellules vont subir 8 étapes de sonication comme suit : 30 secondes de sonication et 30 

secondes sur la glace en alternance. Les broyats cellulaires sont ensuite centrifugés pendant 

20 minutes à 9000g et à 4 °C. Nous avons conservé 3 fractions par broyat cellulaire : le broyat 

entier (E), le surnageant (S) et le culot (C).  

 

B.5.3. Purification des protéines sur colonne 

Pour la purification des protéines il faut d‟abord préparer la résine  qui va servir pour 

la purification. Une seringue contenant un volume de 2 ml de résine préparé et rincé avec 8 

fois le volume de résine. Ce lavage de la résine est répété 3 fois. Les extraits cellulaires sont 

dialysés, récupérés puis centrifugés à 4000g pendant 5 mn à 4°C, et 2 ml d‟extrait protéique 

sont déposés sur la colonne. Les extraits cellulaires sont passés sur la colonne. Après plusieurs 

lavages avec le tampon colonne. Les protéines sont éluées avec une solution de maltose 

(tampon d‟élution) 
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B.6. Localisation par immunofluorescence 

B.6.1. Préparation des cellules  

Les cellules sont cultivées en YPD et lorsque la DO atteint 1 ou 2, une quantité de 

6,7 ml de formaldéhyde à 37% est ajoutée à 50 ml de culture. Le mélange est incubé 30 

minutes avec agitation dans les mêmes conditions de culture. Les 50 ml de culture sont 

ensuite centrifugés pendant 5 mn à 3000 rpm. Le culot est ensuite repris dans 50 ml de 

tampon K1K2 (50 mM pH 6,5 +MgCl2 + 6,7 ml de formaldéhyde) et le tout est incubé à 

température ambiante sans agitation pendant 2 à 4 heures. Après cette incubation, les cellules 

sont centrifugées et le culot est lavé dans 50 ml de tampon K1K2 100 mM pH 7,5). 

Une fois que les cellules sont ainsi préparées, elles sont prêtes pour la phase de 

perméabilisation. Les cellules sont lavées dans 20 ml de tampon K1K2 100 mM pH 7,5. 

additioné de sorbitol 1.5 M et de β-mercaptoéthanol  25 mM. Le culot est repris et incubé 

dans 10 ml de tampon K1K2 100 mM pH 7,5 additionné de sorbitol 1,2 M et de β-

mercaptoéthanol 25 mM, 10 mg de zymolyase 20T, 20 mg de cytohélicase pendant 40 

minutes à 37°C. 

Les cellules sont ensuite centrifugées et lavées dans 20 ml de tampon K1K2 100 mM 

pH7.5 additionné de sorbitol 1.2 M. Les cellules sont centrifugées et lavées deux fois dans du 

PBS (Phosphate-Buffered Saline)  et peuvent être conservées à 4°C jusqu‟à 10 jours. 

Les lames spéciales sont lavées au liquinox dilué 10 fois et séchées à l‟air comprimé 

et sont ensuite encollées avec de la polylysine (1 mg/ml par puits) et incubées pendant 10 min. 

Elles sont ensuite rincées à l‟eau et séchées rapidement en chambre froide. 10 µl de 

suspension cellulaire concentrée sont déposés dans chaque puits. Et les lames sont conservées 

dans des boitiers en chambre humide pour éviter la dessiccation des cellules. 

 

B.6.2. Hybridation avec les anticorps 

Les cellules sont lavées deux fois dans du PBS et ensuite 10 ml de tampon de 

blocage (PBS+0.5% BSA + 0.05% NP40) sont déposés sur la préparation et le tout est incubé 

pendant 15 min. Le tampon de blocage est ensuite retiré avec une micropipette et le premier 

anticorps est ajouté à une dilution finale de 1/300 dans le tampon de blocage (10 µl par puits). 

La préparation est incubée pendant 1 heure dans une chambre humide. 

Le deuxième anticorps marqué au FITC et dilué 1/300 fois dans du tampon de 

blocage est ajouté à la préparation et le tout est incubé pendant 30 mn dans une chambre 

humide et dans l‟obscurité. La préparation est ensuite lavée deux fois dans du PBS. 
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B.6.3. Coloration et visualisation au microscope 

Un volume de 10 µl d‟une solution diluée de DAPI est ajouté à la préparation et rincé 

2 fois immédiatement dans de l‟eau et séché avec du papier kleenex par capillarité. Déposer 

une goutte de liquide de montage (100 mg de p-phénylènediamine dissous dans 10 ml de PBS 

ajusté à pH 9 + 90 ml de glycérol). Les lamelles sont montées, l‟excès de liquide est éliminé 

et les contours des lamelles sont fermés avec du vernis à ongles. La préparation est ensuite 

stockée à -20°C. 
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RESULTATS  

A. Etude de la voie de synthèse des lipides 

L‟identification de la localisation des composants cellulaires et des protéines 

synthétisées à partir des gènes ainsi que l'observation de leur dynamique moléculaire dans la 

cellule est essentielle pour la compréhension de leur fonction. Pour comprendre le 

fonctionnement des mécanismes et réactions qui sont impliqués dans la voie de synthèse, dans 

l‟accumulation et dans la mobilisation des lipides chez la levure Y. lipolytica, nous avons opté 

pour la localisation des protéines (enzymes) impliquées dans ces voies. 

Dans un premier temps nous avons procédé à la localisation des protéines Dga1p et 

Lro1p, des protéines de la famille des DAGAT (diacyglycérol acyle transférase) qui 

catalysent la dernière étape de la formation des triglycérides. Ces deux enzymes utilisent des 

donneurs d‟acyles différents. 

 

A.1. Localisation de Lro1p et de Dga1p 

Les protéines Dga1p et Lro1p sont codées respectivement par les gènes LRO1 

(YALI0E16797g) et DGA1 (YALI0E32769g). La localisation de Dga1p et de Lro1p a été 

réalisée par fusion de chaque gène avec YFP (codant la Yellow fluorescent protein). La fusion 

avec YFP constitue un outil précieux pour l'étude de la localisation intracellulaire et la 

dynamique des produits des gènes dans les cellules vivantes. 

 

A.1.1. Construction et clonage des vecteurs de fusion DGA1 et LRO1 avec YFP 

dans E. coli 

Un fragment codant la protéine fluorescente Yfp (Yellow fluorescent protein) a été 

inséré à l‟extrémité C-terminale des deux gènes.  

Ces deux protéines n‟ayant pas de séquence signal d‟adressage particulier en C-

terminal, nous avons donc fusionné le gène YFP avec la région 3‟ des gènes d‟intérêt. Afin 

d‟analyser la localisation des protéines synthétisées à partir des gènes DGA1 et LRO1 chez 

Yarrowia lipolytica, nous avons effectué la fusion de ces deux gènes avec la YFP sous le 

contrôle d‟un promoteur fort chez cette levure. Nous avons donc construit deux vecteurs 

exprimant les protéines de fusion Dga1p-Yfp et Lro1p-Yfp. Ces deux vecteurs sont 

schématisés dans la Figure 17. 
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Figure 17: Représentation schématique des vecteurs de fusion avec la protéine 

fluorescente Yfp construits in silico à partir du vecteur JMP62 URA3ex-YFP. Les protéines 

de fusion sont sous le contrôle du promoteur POX2 en vert. Le Tag YFP en jaune fluo est inséré 

en C-terminal du gène LRO1 (en violet) et du gène DGA1 (en bleu). Tous les plasmides ont un 

gène de résistance à la Kanamycine (kanR) et URA3 comme marqueur de sélection pour les 

levures. 

 

 

La construction de ces cassettes de fusion a été réalisée en deux étapes (Figure 18). 

La première étape consiste au clonage de YFP dans le vecteur JMP62 URA3ex. Le fragment 

YFP a été obtenu par amplification PCR avec les oligos Eyfp-start et Eyfp-stop à partir du 

vecteur JME604. Ce fragment de PCR a été purifié sur gel d‟agarose (0.8% p/v). Le fragment 

YFP est digéré par les enzymes de restriction BamH1 et SpeI. Il est ensuite purifié et inséré 

par ligature dans le vecteur JMP62 URA3ex qui lui, a été digéré par les enzymes de restriction 

BamH1 et AvrII. E. coli est transformée avec le produit de ligation JMP62 URA3ex-YFP.  
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Figure 18: Représentation schématique de la construction et du clonage des cassettes de 

fusion. 

A: Transformation 1 de E. coli avec le plasmide issu de l‟insertion du fragment YFP dans le 

vecteur jmp62 URA3ex  

B: Transformation 2 de E. coli avec le plasmide comportant la fusion du gène d‟intérêt avec 

YFP 

 

La deuxième étape va permettre l‟insertion de gènes dans le nouveau vecteur 

construit à partir JMP62 URA3ex et le fragment YFP. Les deux gènes DGA1 et LRO1 sont 

récupérés par PCR à partir de deux vecteurs JMP62 URA3ex-LRO1 et JMP62 URA3ex-DGA1 

construits au laboratoire pour la surexpression de ces deux gènes. Les produits d'amplification 

sont ensuite digérés par les enzymes de restriction BamH1 et AvrII. Le vecteur JMP62 

URA3ex-YFP que nous avons construit est également digéré par les enzymes de restriction 

BamH1 et AvrII. Une ligature est effectuée entre le vecteur JMP62 URA3ex-YFP et soit le 

fragment LRO1, soit le fragment DGA1. Ces deux vecteurs JMP62 URA3ex-DGA1-YFP et 

JMP62 URA3ex-LRO1-YFP expriment les protéines de fusions Lro1-Yfp et Dga1-Yfp sous le 

promoteur POX2 (Figure 18).  
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A.1.2. Transformation des cassettes d’expression dans Yarrowia lipolytica 

Les deux gènes de fusion ont été récupérés par digestion avec l‟enzyme de restriction 

NotI. Ces fragments ont été insérés dans différents contextes génétiques par la méthode de 

transformation classique à l‟acétate de lithium. Les souches JMY1367 [∆pox 1-6 ; ∆gut2], 

JMY1215 [∆lro1], JMY1233 [∆dga1] ont été utilisées. Ces différentes transformations sont 

schématisées dans la Figure 19. 

  

Figure 19 : Représentation schématique des différentes transformations avec les cassettes 

de fusion dans la levure. Quatre nouvelles souches exprimant la protéine de fusion ont été 

construites à partir de 3 souches de levure de départ. La souche JMY1367 a été transformée par 

les deux cassettes de fusion. 

 

Les différentes souches construites ont été cultivées en milieu YNB + glucose et 

YNB + acide oléique et la croissance a été suivie pendant 48 heures (Figure 20). La 

croissance des souches JMY1457 et JMY1459 est la même que la souche de départ JMY1367. 

Les souches JMY1330 et JMY1215 sont des souches disruptées respectivement pour DGA1 et 

LRO1 et ont été retransformées par les gènes de fusion DGA1-YFP et LRO1-YFP. L‟analyse 

de la croissance sur acide oléique et sur glucose ne montre pas de différence significative 

entre les transformants et les souches de départ. 
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Figure 20 : Courbe de croissance des mutants de fusion YFP sur acide oléique. Les souches 

transformées sont représentées de la même couleur que les souches de départ. 

 

 

A.1.3. Localisation in vivo par visualisation au microscope optique 

Pour la localisation par microscopie optique, les cellules des différentes souches ont 

été mises en préculture dans du YPD pendant environ 16 heures. Elles ont ensuite été 

cultivées dans du YNB + acide oléique, milieu permettant l‟accumulation des lipides et la 

formation des corps lipidiques. Les cellules ont été ensuite lavées 3 fois avec de la BSA 

(0,5%) puis dans du NaCl (0,9%) pour éliminer efficacement l‟acide oléique utilisé pour la 

culture. Les cellules sont ensuite visualisées au microscope optique.  

Au niveau de la souche JMY1463 [∆dga1 DGA1-YFP], on note la présence de corps 

lipidiques et la fluorescence se situe au niveau de ces corps lipidiques. La taille des corps 

lipidiques diminue au cours du temps car cette souche possède les gènes POX 1-6 et la β-

oxydation est donc active pour dégrader les triglycérides en acides gras pour le métabolisme 

de la levure (Figure 21). 

Cette souche a le gène DGA1 surexprimé en fusion avec la protéine de fluorescence. 

Et la fluorescence est marquée uniquement dans les corps lipidiques. Ce qui nous permet 

d‟affirmer que Dga1p est localisée dans les corps lipidiques. 
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Figure 21 : Localisation des protéines de fusion dans la souche JMY1463 (JMY1330 

transformée par la cassette de fusion DGA1-YFP). A : les corps lipidiques (cl) sont bien 

visibles à 11 h de culture. B : la fluorescence est localisée dans les corps lipidiques. C : la taille 

des corps lipidiques (cl) diminue à 24 h et par conséquent la fluorescence est moins marquée 

dans les corps lipidiques (D). E et F : agrandissement de cellules issues des photos A et B. 

 

La localisation s‟effectue plus aisément dans la souche JMY1459 [∆pox1-6 ∆gut2 

DGA1-YFP], car la taille et le nombre de corps lipidiques augmente au cours du temps et ils 

sont donc nettement visibles et caractérisables. En effet, cette souche étant ∆pox1-6, la β-

oxydation est non active et donc les triglycérides produits ne sont pas dégradés et sont 

accumulés d‟où l‟augmentation de la taille des corps lipidiques (Figure 22). Ceux-ci sont plus 

volumineux à 48 h qu‟à 24 h. On observe également dans cette souche que la fluorescence est 

marquée au niveau des corps lipidiques (Figure 22). 
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Figure 22: Localisation de la protéine de fusion DGA1-YFP dans la souche JMY1459 [∆pox1-6 

∆gut2 DGA1-YFP]. A, C et E : Augmentation de la taille des corps lipidiques de 24 à 48 h. B, D et F: 

Corps lipidiques bien marqués par la fluorescence. E et F : agrandissement d‟une cellule en 

bourgeonnement issue des photos A et B. 

 

Au niveau de la souche JMY1367 [∆pox1-6 ∆gut2 LRO1-YFP], la taille et le nombre 

de corps lipidiques augmentent également au cours du temps car cette souche est ∆pox1-6. La 

protéine Lro1p est surexprimée en fusion avec la protéine Yfp. Nous observons une 

fluorescence aussi bien dans les corps lipidiques que dans les membranes, ce qui signifie que 

l‟enzyme synthétisée par LRO1 est localisée à ces deux endroits. La fluorescence se trouve 

localisée dans la quasi-totalité du volume de la cellule, car la protéine de fusion se retrouve 

dans les membranes telles que la membrane cytoplasmique, la membrane (bicouche 

phospholipidique) du réticulum endoplasmique et la monocouche phospholipidique des corps 

lipidiques (Figure 23). 
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Figure 23: Localisation de Lro1p dans la souche JMY1457 [∆pox1-6 ∆gut2 LRO1-YFP]. 
Dans cette souche la fluorescence est marquée dans les membranes (du cytoplasme et du 

réticulum endoplasmique) et dans la périphérie des corps lipidiques. A : à 11 h l‟accumulation 

des lipides étant moins importante, la fluorescence est moins marquée et diffuse (B). C et E : la 

taille et le nombre de corps lipidique augmente dans les cellules au cours du temps (24 h et 48 

h). On note également un accroissement de l‟intensité de la fluorescence (D et F). G et H : 

agrandissement de cellules issues des photos E et F. 

 

 

A.2. Construction de vecteurs d’expression des gènes de la voie de synthèse des 

lipides dans E. coli 

La deuxième partie de la localisation des enzymes impliquées dans la voie de 

synthèse, d‟accumulation et de mobilisation des lipides a consisté en la production de ces 

protéines dans E. coli en vue de la production des anticorps spécifiques de ces protéines. Les 

anticorps vont permettre la localisation de ces protéines par différentes techniques 

(immunolocalisation, western blot). Nous avons deux catégories de gènes impliqués dans ces 

différents mécanismes. Les gènes SCT1 (YALI0C00209g), SLC1 (YALI0E18964g), DGA1 

(YALI0E32769g) et LRO1 (YALI0E16797g) codent des acyles transférases qui catalysent 

différentes étapes de la synthèse des triglycérides, tandis que les gènes TGL1 

(YALI0E32035g), TGL3 (YALI0D17534g) et TGL4 (YALI0F10010g) interviennent dans la 

mobilisation des lipides neutres. 
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A.2.1. Stratégie de construction de vecteurs d’expression : fusion des gènes avec 

la Maltose binding protein (MBP). 

Pour la construction des vecteurs pour la production des protéines de la voie 

d‟accumulation des lipides de Y. lipolytica, chez E. coli, nous avons utilisé le plasmide pMAL 

c2X. Ce plasmide pMALc2X a été digéré par les enzymes de restriction BamH1 et Xba1. Les 

sites de restriction insérés au début et à la fin des gènes en vue de leur clonage dans le vecteur 

pMAL c2X ont été choisis en fonction de BamH1 et Xba1 (Figure 24). Des oligos ont été 

dessinés et ont servi à l‟amplification de ces différents gènes chez Y. lipolytica (Tableau 4). 

Une ligature a été effectuée entre les différents fragments obtenus par amplification PCR et le 

plasmide pMAL c2X digéré par BamH1 et Xba1, suivie d‟un clonage dans E. coli. Les 

transformants ont été sélectionnés sur le milieu LB + kanamycine complémenté du Xgal pour 

le criblage ‟blanc-bleuˮ. 

 

 

Figure 24 : Schéma de la stratégie de construction des vecteurs d’expression des gènes de 

fusion de la MBP avec les différents gènes de la voie de synthèse des triglycérides. 
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A la première transformation nous n‟avons pu cloner que quatre gènes en entier dans 

le plasmide pMAL c2X. Il s‟agit de SCT1, SLC1, DGA1 et TGL1 car il y avait très peu de 

clones blancs et la vérification par digestion du plasmide avec les enzymes de restrictions a 

donné des fragments de la taille attendue uniquement avec ces quatre gènes. Il n‟y a pas eu de 

clones positifs (clones blancs) avec les trois autres gènes LRO1, TGL3 et TGL4. Après 

plusieurs essais n‟ayant pas permis d‟obtenir des clones positifs avec ces trois gènes, nous 

avons émis l‟hypothèse d‟une quelconque toxicité de la protéine pour la bactérie. Nous avons 

donc décidé de ne cloner qu‟une partie des gènes (séquences codantes en phase). Avec les 

gènes tronqués nous avons pu avoir des clones positifs avec le criblage ‟blanc-bleuˮ. 

 

Tableau 4 : Liste des gènes impliqués dans l‟accumulation des lipides et les différents oligos 

ayant servi pour leur amplification en vue du clonage dans le plasmide pMAL c2X. Les 

nucléotides correspondant aux sites de coupure des enzymes sont en couleur : rouge pour 

BamH1, jaune pour Xba1 et vert pour AvrII. 

 

Gènes  Séquence des oligos 

SLC1 
SLC1-Sens CGCGGATCCCACAATGTCCGTTGCATCCAAGCTCGTCTT 

SLC1-Rev CGCTCTAGACCTAGGCTGAGTCTTCTGGCCAGCGTAGCCAATCT 

SCT1 
SCT1-Sens CGCGGATCCCACAATGTCCGAAACCGACCATCTGCT 

SCT1-Rev CGCTCTAGACCTAGGTTCCTCATCCTGCTCTCGTCG 

DGA1 
DGA1-Sens CGCGGATCCCACAATGACTATCGACTCACAATACTACAAGTCGC 

DGA1-Rev CGCTCTAGACCTAGGCTCAATCATTCGGAACTCTGGG 

LRO1 
LRO1-Sens CGCGGATCCCACAATGACACAACCTGTGAATCGGAAGGC 

LRO1-Rev CGCTCTAGACCTAGGATTGCTGCCGAGATCAATCTTCCA 

TGL1 
TGL1-Sens CGCGGATCCCACAATGCACGTCCCCGTTCTAGGACG 

TGL1-Rev CGCTCTAGACCTAGGAGGGTTGAGAGTGCCACTCACTGG 

TGL3 
TGL3-Sens CGCAGATCTCACAATGAAAAGCCGCGTGGCCGTT 

TGL3-Rev CGCTCTAGACCTAGGGTTTTGTCGCTTGGTCTGGTTGTACATGT 

TGL4 
TGL4-Sens CGCTGATCACACAATGTTCACCTCCAGAGTTTCCGAAGC 

TGL4-Rev CGCTCTAGACCTAGGGCACGAGTCAGAACAGTTCTCGTCCC 
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A.2.2. Première étape de purification des protéines sur colonne d’amylose 

Suite au clonage et à la vérification des clones, les bactéries ont été cultivées sur 

milieu LB + ampicilline et glucose jusqu‟à une DO comprise entre 0,3 et 0,5. L‟induction des 

protéines est ensuite effectuée après ajout de l‟IPTG. Les cellules sont recueillies et broyées. 

L‟extrait brut ainsi que le surnageant et le culot de centrifugation sont déposés sur gel 

d‟acrylamide (Figure 25). Pour tous les gènes testés les protéines sont concentrées dans le 

culot mais parfois à des concentrations faibles ne nous permettant pas de poursuivre la 

production. Pour les protéines Slc1p et Dga1p, nous avons obtenu une concentration 

suffisante pour envisager leur purification. Pour solubiliser les protéines du culot, nous avons 

effectué une dialyse. 

 

 

Figure 25 : Migration sur gel d’acrylamide des extraits bruts de la fusion Mbp-Slc1p pour 

deux clones différents (B=extrait brut ; S=surnageant ; C=culot) 

 

Une première étape de purification est effectuée avec les différents extraits 

cellulaires sur une colonne d‟amylose comme expliqué dans les matériels et méthodes. 

L‟élution est faite à raison de 2 ml et 9 à 14 fractions sont récupérées pour chaque protéine. 

Les différents éluats sont dosés avec la méthode BCA (voir matériels et méthodes ; Figure 

26A-B). Les mêmes éluâts sont dénaturés et déposés sur gel d‟acrylamide (Figure 26C-D).  
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Figure 26 : Gel montrant la quantité de protéine de fusion Mbp-Slc1p et Mbp-Dga1p 

contenu dans les différentes fractions de l’élution à partir de la colonne. 

 

La première fraction éluée de la colonne d‟amylose contient très peu de protéine et la 

plus grande partie de la protéine est concentrée dans les fractions 2 à 6. A la suite de cette 

première étape de purification sur colonne d‟amylose nous avons constaté la présence de 

nombreuses protéines contaminantes en plus de la protéine d‟intérêt. Pour obtenir une 

protéine plus pure, il faudrait affiner la technique. Il est possible qu‟on ait saturé la colonne 

d‟amylose. Il faudra recommencer en dosant la quantité de protéines de l‟extrait brut avant de 

tester une autre technique de purification si nécessaire. 
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B. La malate déshydrogénase et les gènes du cycle du glyoxylate chez Y. lipolytica 

Comme nous l‟avons présenté dans l‟introduction la malate déshydrogénase est 

impliquée dans les cycles du TCA et du glyoxylate. Cette réaction enzymatique est importante 

pour l‟utilisation de tout substrat notamment des substrats hydrophobes. C‟est pourquoi nous 

avons entrepris l‟étude des gènes codant les protéines assurant cette activité enzymatique. 

 

B.1. Etude de la malate déshydrogénase (MDH) chez Yarrowia lipolytica 

B.1.1. Analyse in silico des gènes de malate déshydrogénases 

B.1.1.1. Comparaison des gènes chez S. cerevisiae et Y. lipolytica. 

Pour comprendre le fonctionnement de la malate déshydrogénase chez la levure Y. 

lipolytica, une analyse comparative des gènes codant la malate déshydrogénase chez S. 

cerevisiae et chez Y. lipolytica a été réalisée. L‟alignement a été effectué avec le logiciel 

Vector NTI. Comme nous l‟avons dit plus haut, la malate déshydrogénase est une protéine de 

la famille des oxydoréductases catalysant des réactions d‟oxydoréduction. Chez S. cerevisiae 

trois gènes codant la malate déshydrogénase (EC 1.1.1.37) ont été identifiés. Le gène 

YKL085w code une malate déshydrogénase (Mdh1p) qui est localisée dans les mitochondries. 

C‟est une protéine de 334 acides aminés avec un poids moléculaire de 34 kDa. Le gène 

YOL126c code une malate déshydrogénase (Mdh2p) localisée dans le cytoplasme. Il s‟agit 

d‟une séquence polypeptidique de 377 acides aminés d‟un poids moléculaire de 42 kDa qui ne 

présente pas de séquence d‟adressage. Le troisième gène, YDL378c, code une malate 

déshydrogénase (Mdh3p) de 343 acides aminés et 37.2 kDa, qui présente une séquence C-

terminale S-K-L caractéristique des séquences d‟adressage aux peroxysomes de type PTS1 

(Figure 27). 
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                    1                                               50 

YALI0D16753p    (1) MFRTRVTGSTLRSFSTSAARQHKVVVLGANGGIGQPLSLLLKLNKNVTD- 

YALI0E14190p    (1) --------------------MVKAVVAGAAGGIGQPLSLLLKLSPYVTE- 

       Mdh1p    (1) ----MLSRVAKRAFSSTVANPYKVTVLGAGGGIGQPLSLLLKLNHKVTD- 

       Mdh2p    (1) --------MPHSVTPSIEQDSLKIAILGAAGGIGQSLSLLLKAQLQYQLK 

       Mdh3p    (1) --------------------MVKVAILGASGGVGQPLSLLLKLSPYVSE- 

                    51                                             100 

YALI0D16753p   (50) ----------LGLYDLRGA--PGVAADVSHIPTNSTVAGYSPDN-NGIAE 

YALI0E14190p   (30) ----------LALYDVVNS--PGVAADLSHISTKAKVTGYLPKD-DGLKN 

       Mdh1p   (46) ----------LRLYDLKGA--KGVATDLSHIPTNSVVKGFTPEEPDGLNN 

       Mdh2p   (43) ESNRSVTHIHLALYDVNQEAINGVTADLSHIDTPISVSSHSPAG--GIEN 

       Mdh3p   (30) ----------LALYDIRAA--EGIGKDLSHINTNSSCVGYDKDS---IEN 

                    101                                            150 

YALI0D16753p   (87) ALKGAKLVLIPAGVPRKPGMTRDDLFNTNASIVRDLAKAVGEHAPD--AF 

YALI0E14190p   (67) ALTGANIVVIPAGIPRKPGMTRDDLFKINAGIVRDLVTGVAQYAPD--AF 

       Mdh1p   (84) ALKDTDMVLIPAGVPRKPGMTRDDLFAINASIVRDLAAATAESAPN--AA 

       Mdh2p   (91) CLHNASIVVIPAGVPRKPGMTRDDLFNVNAGIISQLGDSIAECCDLSKVF 

       Mdh3p   (65) TLSNAQVVLIPAGVPRKPGLTRDDLFKMNAGIVKSLVTAVGKFAPN--AR 

                    151                                            200 

YALI0D16753p  (135) VGVIANPVNSTVPIVAEVLKSKGKYD-----PKKLFGVTTLDVIRAERFV 

YALI0E14190p  (115) VLIISNPVNSTVPIAAEVLKKHNVFN-----PKKLFGVTTLDVVRAQTFT 

       Mdh1p  (132) ILVISNPVNSTVPIVAQVLKNKGVYN-----PKKLFGVTTLDSIRAARFI 

       Mdh2p  (141) VLVISNPVNSLVPVMVSNILKNHPQSRNSGIERRIMGVTKLDIVRASTFL 

       Mdh3p  (113) ILVISNPVNSLVPIAVETLKKMGKFK-----PGNVMGVTNLDLVRAETFL 

                    201                                            250 

YALI0D16753p  (180) SQLEHT-----------NPTKEYFPVVGGHSGVTIVPLVSQSD-HPDIAG 

YALI0E14190p  (160) AAVVGES----------DPTKLNIPVVGGHSGDTIVPLLSLTKPKVEIPA 

       Mdh1p  (177) SEVENT-----------DPTQERVNVIGGHSGITIIPLISQTN-HKLMSD 

       Mdh2p  (191) REINIESG-----LTPRVNSMPDVPVIGGHSGETIIPLFSQSNFLSRLNE 

       Mdh3p  (158) VDYLMLKNPKIGQEQDKTTMHRKVTVIGGHSGETIIPIITDKS-LVFQLD 

                    251                                            300 

YALI0D16753p  (218) EARDKLVHRIQFGGDEVVKAKDGAGSATLSMAQAAARFADSLLRGVNGEK 

YALI0E14190p  (200) DKLDDLVKRIQFGGDEVVQAKDGLGSATLSMAQAGFRFAEAVLKGAAGEK 

       Mdh1p  (215) DKRHELIHRIQFGGDEVVKAKNGAGSATLSMAHAGAKFANAVLSGFKGER 

       Mdh2p  (236) DQLKYLIHRVQYGGDEVVKAKNGKGSATLSMAHAGYKCVVQFVSLLLGNI 

       Mdh3p  (207) KQYEHFIHRVQFGGDEIVKAKQGAGSATLSMAFAGAKFAEEVLRSFHNEK 

                    301                                            350 

YALI0D16753p  (268) D--VVEPTFVDSPLFKGE--------------GIDFFSTKVTLGPN---G 

YALI0E14190p  (250) G--IIEPAYIYLDGIDGTS-------DIKREVGVAFFSVPVEFGPE--GA 

       Mdh1p  (265) D--VIEPSFVDSPLFKSE--------------GIEFFASPVTLGPD---G 

       Mdh2p  (286) EQ-IHGTYYVPLKDANNFPIAPGADQLLPLVDGADYFAIPLTITTKG-VS 

       Mdh3p  (257) PETESLSAFVYLPGLKNGKKAQ----QLVGDNSIEYFSLPIVLRNGSV-V 

                    351                                      394 

YALI0D16753p  (299) VEEIHPIGKVNEYEE-KLIEAAKADLKKNIEKGVNFVKQNP--- 

YALI0E14190p  (289) AKAYNILPEANDYEK-KLLKVSIDGLYGNIAKGEEFIVNPPPAN 

       Mdh1p  (296) IEKIHPIGELSSEEE-EMLQKCKETLKKNIEKGVNFVASK---- 

       Mdh2p  (334) YVDYDIVNRMNDMERNQMLPICVSQLKKNIDKGLEFVASRSASS 

       Mdh3p  (302) SIDTSVLEKLSPREE-QLVNTAVKELRKNIEKGKSFILDSSKL- 

 

 

Figure 27 : Alignement multiple des gènes codant les différentes Mdhp chez les levures Y. 

lipolytica et S. cerevisiae.  

La couleur jaune montre les acides aminés identiques dans les cinq protéines. Le bleu représente 

les acides aminés identiques dans 3 et 4 protéines. Pour ces colonnes de résidus, les acides 

aminés fortement similaires sont colorés en vert et ceux faiblement similaires en gris. La 

séquence protéique codée par YDL078C de S. cerevisiae a une séquence terminale S-K-L 

d‟adressage au peroxysome (en gras). 
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Chez les autres levures hémiascomycètes dont le génome est entièrement séquencé, 

on trouve majoritairement trois malate déshydrogénases (Figure 28). En revanche, chez la 

levure Y. lipolytica seulement deux gènes ont été identifiés. Le premier gène est 

YALI0D16753g et il est annoté comme étant l‟homologue du gène MDH1 de Talaromyces 

emersonii (uniprot Q8TG27) qui coderait une malate déshydrogénase mitochondriale. La 

protéine codée par YALI0D16753g fait 338 acides aminés. Nous avons vérifié avec MitoProt 

(http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/ihg/mitoprot.html) que la probabilité d‟être adressé à la 

mitochondrie était significative et elle est effectivement de 0,9891. 

Le second gène chez cette levure est YALI0E14190g. Il est annoté sur le site 

Génolevures comme étant l‟homologue du gène YKL085w de S. cerevisiae (MDH1) codant 

également une protéine mitochondriale. Cependant, sa probabilité d‟adressage à la 

mitochondrie est de 0,3528 selon Mitoprot. Donc, on peut penser que la séquence protéique 

de 331 acides aminés codée par ce gène n‟a pas de séquence d‟adressage à la mitochondrie. 

De plus, en regardant la partie C-terminale de la protéine, on ne trouve pas de séquences 

d‟adressage aux peroxysomes. Ceci suggère que sa localisation est probablement dans le 

cytoplasme.  

 

Figure 28 : Représentation schématique de l’arbre phylogénique des malate 

déshydrogénases chez les levures hémiascomycètes. Il existe les trois catégories de malate 

chez la majorité de ces levures : mitochondriale, peroxysomale et cytoplasmique. 
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L‟alignement des protéines codées par les malate déshydrogénases de S. cerevisiae et 

Y. lipolytica permet de quantifier les niveaux de conservation entre les protéines (Tableau 5). 

On observe 65% d‟identité et 83% de similarité entre YALI0D16753p et Mdh1p ce qui est 

cohérent avec leur localisation commune dans la mitochondrie. Il y a seulement 54% 

d‟identité et 70% de similarité entre les protéines Mdh1p et YALI0E14190p ce qui montre 

que ces deux protéines sont plus éloignées. Néanmoins Mdh1p reste le meilleur match pour 

YALI0E14190p. D‟autre part, le tableau montre 56% d‟identité et 71% de similarité entre 

YALI0D16753p et YALI0E14190p soit plus qu‟entre ces deux gènes et Mdh2p ou Mdh3p. 

Ceci suggère que les deux gènes de Y. lipolytica et MDH1 ont une origine commune (Figure 

29). Il serait intéressant de retracer l‟origine et l‟évolution des différentes malate 

déshydrogénases chez les levures hémiascomycètes. 

Tableau 5 : Comparaison des séquences d‟acides aminés montrant les pourcentages d‟identité 

et de similarité entre les protéines codées par les différents gènes chez les levures Y. lipolytica et 

S. cerevisiae. 

 

 Mdh1p Mdh2p Mdh3p YALI0D16753p YALI0E14190p 

IDENTITE 

Mdh1p  44 50 65 54 

Mdh2p   42 40 43 

Mdh3p    48 46 

YALI0D16753p     56 

YALI0E14190p      

SIMILARITE 

Mdh1p  61 66 83 70 

Mdh2p   60 58 62 

Mdh3p    66 66 

YALI0D16753p     71 

YALI0E14190p      

 

 

 

Figure 29: Arbre phylogénique issu de l’alignement des séquences d’acides aminés des 

différentes malate déshydrogénases chez S. cerevisiae et Y. lipolytica. 

 

B.1.1.2. Modèle du gène YALI0E14190g  

La différence du nombre de gènes codant la malate déshydrogénase chez S. 

cerevisiae (trois) et chez Y. lipolytica (deux) nous a amenés à nous pencher sur le 

fonctionnement de ces gènes chez Y. lipolytica. L‟analyse des séquences d‟ADN a montré que 

YALI0D16753p (0.1800)

Mdh1p (0.1684)

YALI0E14190p (0.2281)

Mdh3p (0.2620)

Mdh2p (0.3124)
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le gène YALI0E14190g présente la particularité d‟avoir deux introns (Figure 30A). Le 

premier intron est situé au début du gène, entre la base A et les bases TG du codon initiateur 

ATG. Le deuxième intron est situé en 3‟du gène juste en amont du stop. L‟analyse détaillée 

de cette région a révélé la présence d‟un site d‟épissage alternatif pour le 3‟ SS (3‟ splice site). 

Théoriquement, lorsque l‟épissage se fait au niveau du premier TAG cela engendre une 

protéine avec une séquence C-terminale PAN (Figure 30B), n'ayant pas une particularité 

d‟adressage à un compartiment cellulaire quelconque, donc considérée comme une malate 

déshydrogénase qui reste dans le cytoplasme.  

En revanche, lorsque l‟épissage se fait au niveau du deuxième TAG ceci donne une 

séquence C-terminale A-K-I qui est l‟équivalent caractéristique d‟une séquence d‟adressage 

PTS1 (peroxysome targeting sequence). Ainsi le gène YALI0E14190g coderait à la fois une 

malate déshydrogénase cytoplasmique et une malate déshydrogénase peroxysomale. Ces deux 

formes de malate déshydrogénase dépendent de l‟épissage du second intron. Ce constat au 

niveau du deuxième intron qui s‟est révélé très original, nous a motivés pour poursuivre nos 

investigations sur ce deuxième gène YALI0E14190g pour mieux comprendre son 

fonctionnement. 

 

 

Figure 30 : Les deux modèles du gène YALI0E14190g, dépendant de l’épissage alternatif 

de l’intron 2. 

A. Les modèles de gènes sont représentés dans les 3 phases afin de voir les changements de 

phase dus aux introns. La partie entourée de rouge est agrandie en B. 

B. Détail des séquences d‟épissage alternatif en 3‟ de l‟intron 2 (en jaune intron 2 court, en 

orange, allongement de l‟intron 2 long) et décalage de phase générant un motif PPPAKI avec 

intron 2 long et exon3 et PPPAN pour intron 2 court et exon 3‟. 
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B.1.1.3. Analyse de cDNAs et confirmation de l’épissage alternatif 

Au laboratoire, 3 banques de cDNA ont été obtenues à partir de cellules cultivées sur 

milieu glucose en phase exponentielle (Banque A), sur milieu glucose en phase stationnaire 

(Banque B), et sur milieu acide oléique, en phase exponentielle (Banque C) (Mekouar et al, 

soumis). La recherche dans les banques de cDNA du gène YALI0E14190g a donné 10 cDNA 

en glucose en phase exponentielle, 20 cDNA sur glucose en phase stationnaire et aucun 

cDNA en acide oléique. L‟expression du gène semble donc régulée. 

 

 

Figure 31 : Représentation des séquences de cDNA obtenus à partir des différents milieux et 

phases de culture. Banque A : 4 cDNA épissés au niveau du deuxième TAG. Banque B : 4 cDNA 

épissés au niveau du deuxième et 3 cDNA épissés au niveau du premier TAG. Banque C: pas de 

cDNA. NB : Cytoplasmique* ; peroxysomale**.  

 

 

Le séquençage de 11 cDNA en 3‟ montre que pour 4 cDNA le splicing s‟est effectué 

au niveau du deuxième TAG et que pour 7 cDNA le splicing s‟est effectué au niveau du 

premier TAG (Figure 31). L‟analyse des banques d‟ADN montre donc l‟existence d‟un 

épissage alternatif au niveau du second intron du gène YALI0E14190g.  

Compte tenu du peu de cDNA séquencés il est difficile de conclure à ce stade quant à 

la régulation de l‟épissage alternatif mais il semblerait que l‟épissage se fasse en fonction des 

conditions de cultures et des besoins de la cellule.  
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B.1.2. Construction des mutants du gène YALI0E14190g 

B.1.2. 1. Stratégie de construction des mutants 

La base de notre travail était de construire des mutants en fonction du consensus des 

séquences d‟introns chez Y. lipolytica qui est représenté dans la Figure 32 extraite du site 

Genosplicing dédié aux introns spliceosomaux des levures hémiascomycètes 

(http://genome.jouy.inra.fr/genosplicing/Patterns/YALI_profil.html).  

La séquence la plus fréquente du motif d‟épissage en 3‟chez Y. lipolytica est CAG 

(86.2%). Elle peut également être TAG, ce qui représente 10.2% des cas retrouvés chez cette 

levure, et très rarement les motifs AAG (3.6%) et GAG (0.6%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32: Caractéristique des introns et motifs des sites d’épissage chez Y. lipolytica  
 

Pour influer sur l‟épissage de l‟intron en 3‟ du gène YALI0E14190g, nous avons 

choisi d‟introduire les différentes mutations décrites dans la Figure 33. Ces mutations vont 

permettre de modifier le rapport d‟épissage 3‟SSa (premier TAG générant une malate 

déshydrogénase cytoplasmique) et 3‟SSb (deuxième TAG générant une malate 

déshydrogénase peroxysomale) ainsi que de créer des mutants avec un gène YALI0E14190g 

modifié, codant uniquement soit la Mdhp peroxysomale (mutant 9) soit la Mdhp 

cytoplasmique (mutant 4).  

 

 

 

 

 

 

http://genome.jouy.inra.fr/genosplicing/Patterns/YALI_profil.html
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Figure 33 : Représentation schématique des différentes mutations introduites dans la 

séquence du gène YALI0E14190g. Les mutations 1 à 3 favoriseraient l‟épissage au niveau du 

premier TAG et les mutations 5 à 8 favoriseraient l‟épissage au niveau du deuxième TAG. Les 

mutants 4 et 9 sont dépourvus du second intron et génèrent respectivement une malate 

déshydrogénase cytoplasmique ou peroxysomale. 

 

Pour effectuer ces mutations des oligos ont été déterminés en modifiant, soit une ou 

deux bases soit en délétant totalement l‟intron pour les formes du gène épissé (mutants 4 et 9), 

codant uniquement une des malate déshydrogénases prédites par la séquence du gène 

YALI0E14190g. 

 

Tableau 6 : Séquence d‟oligos dessinés sur la base des différentes mutations introduites dans le 

gène YALI0E14190g 
 

Oligo Séquence de l’oligonucléotide 

MDH1-Start CAGATCGATTAACTGACTAGGTTAAAGCTGTCGTTGCCGGAGC 
MDH1-Sa 

MDH1-01 
AGGCCTAGGTTTAGATCCTAGCTAGAATGGTTAGTGATCGTGTAGTTCAAATGG 

AGGCCTAGGTTTAGATCCTAGCTGGAATGGTTAGTGATCGTGTAGTTCAAATGG 
MDH1-02 AGGCCTAGGTTTAGATCTTAGCTAGAATGGTTAGTGATCGTGTAGTTCAAA 
MDH1-03 AGGCCTAGGTTTAGATCTTAGCTGGAATGGTTAGTGATCGTGTAGTTCAAATGG 
MDH1-04 AGGCCTAGGTTTAGATCCTAGTTGGCAGGAGGAGGGTTAACAATG  
MDH1-05 AGGCCTAGGTTTAGATCCTAGCTTGAATGGTTAGTGATCGTGTAGTTCAAATGG 
MDH1-06 AGGCCTAGGTTTAGATCCTAGCTCGAATGGTTAGTGATCGTGTAGTTCAAATGG 
MDH1-07 AGGCCTAGGTTTAGATCCTGGCTAGAATGGTTAGTGATCGTGTAGTTCAAAT 
MDH1-08 AGGGCTAGCTTTAGATCCTAGGAATGGTTAGTGATCGTGTAGTTCAAATGG 
MDH1-09 AGGCCTAGGTTTAGATCTTGGCAGGAGGAGGGTTAACAATG  
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B.1.2.2. Vecteurs : clonage dans E. coli. 

La stratégie a consisté en l‟introduction par simple crossing-over du gène comportant 

l‟une des mutations décrites au locus du gène sauvage pour avoir une copie sauvage tronquée 

et une copie mutée. Pour éviter la traduction de la forme tronquée du gène sauvage un stop a 

été introduit dans les 3 phases en amont. L‟oligonucléotide MDH1-Start que nous avons 

utilisé comme ‟primer sens” pour tous les fragments, contient donc 3 stops qui vont empêcher 

la traduction en protéine du gène invalidé. Le plasmide JMP62 URA3ex a été utilisé pour le 

clonage des gènes mutés. Le plasmide JMP62 URA3ex a été digéré par ClaI et AvrII éliminant 

ainsi le promoteur pPOX2 et le gène MDH modifié a été inséré. En nous basant sur les 

différentes mutations que nous voulions introduire nous avons dessiné les oligos (Tableau 6) 

en insérant un site AvrII et ClaI pour le clonage futur dans le vecteur. Les fragments ont été 

alors amplifiés (Figure 34), digérés et clonés dans le vecteur JMP62 URA3ex. La sélection 

s‟est effectuée sur LB+Kanamycine car le plasmide JMP62 URA3ex possède un gène de 

résistance à la kanamycine. Quatre clones de chaque transformation ont été sélectionnés, mis 

en culture et digérés par les enzymes ClaI et HindIII pour vérification. Ces clones ont été 

séquencés pour vérifier que la mutation a bien été introduite. 

 

Figure 34 : Gel représentant les fragments d’amplification par PCR des 9 mutations 

introduites. On note la différence de poids moléculaire entre les fragments issus de 

l‟amplification des fragments avec des mutations ponctuelles (MDH-01, MDH-02, MDH-03, 

MDH-05, MDH-06, MDH-07, MDH-08) et des fragments avec suppression totale de l‟intron 

(MDH-04 et MDH-09)  
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B.1.2.3. Transformation de Yarrowia lipolytica. 

Le Plasmide a été digéré dans l‟insert par l‟enzyme de restriction BamHI en vue 

d‟une intégration par simple crossing-over (Figure 35). Les neufs plasmides différents ont été 

intégrés dans la souche Po1d (Mat A, leu2-270, ura302, xpr2-322 ) de Y. lipolytica selon le 

protocole classique de transformation à l‟acétate de lithium. Et comme nous l‟avons expliqué 

plus haut cette intégration du gène muté avec un stop dans les 3 phases en amont va invalider 

le gène sauvage et ne permettre que l‟expression du gène muté. Un témoin positif sans 

mutation au niveau de l‟intron 2 a également été construit, il correspond au mutant MDH-10. 

 

 

Figure 35 : Représentation schématique de l’introduction d’un gène muté par simple 

‟crossing over”  

A. Représentation schématique du gène d‟intérêt (violet) avec son intron (orange), 

B. Représentation schématique du plasmide de mutagénèse comprenant le fragment de PCR 

avec les 3 codons stops dans les 3 phases, le site BamHI unique pour la linéarisation du 

plasmide et l‟intron muté (bleu), 

C. Représentation schématique du locus avec le gène muté (partie de gauche) et le gène invalidé 

(partie de droite). 

 

 

B.1.2.4. Vérifications des mutants  

Les différents mutants (4 mutants par transformation) ont d‟abord été vérifiés par 

PCR avec un oligo choisi dans le gène de la malate et un autre choisi dans le plasmide. Il faut 

noter que la PCR de vérification a donné des bandes de la taille attendue avec une faible 

amplification pour certains clones et une très forte amplification pour d‟autres. Un exemple 

est donné dans la Figure 36. 
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Figure 36 : Migration électrophorétique des produits de PCR sur colonies pour la 

vérification de quatre clones par mutation MDH 

 

Suite à la vérification de 4 clones de levures pour chaque type de mutation, les clones 

avec lesquels nous avions obtenu un fragment de la taille attendue ont subi une deuxième 

vérification par Southern Blot dont la stratégie est basée sur le schéma de la Figure 37. 

Théoriquement, suite à la digestion de l‟ADN génomique par l‟enzyme EcoRV et 

l‟hybridation avec une sonde dans le gène de la malate déshydrogénase (zone hachurée en 

rouge sur la Figure 37), on devrait obtenir avec la souche Po1d une bande de 7216 pb. Avec le 

transformant positif dont l‟intégration s‟est effectuée au locus on s‟attend à 2 bandes de 5264 

pb et de 6452 pb. Pour le transformant dans lequel l‟intégration s‟est faite de façon aléatoire 

on s‟attend à deux bandes de 7216 pb et d‟une taille supérieure ou égale à 1520 pb.  

 

 

Figure 37 : Schéma de la stratégie de vérification par Southern blot montrant la taille des 

bandes correspondant aux régions d’hybridation de la sonde.  

 

Trois clones de chaque mutation, vérifiés par PCR ont été utilisés pour une première 

vérification par Southern blot. Le résultat de l‟hybridation de la première série de mutants est 

représenté dans la Figure 38. 
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A 

Figure 38 : Résultats des vérifications Southern blot de 3 clones de chaque mutation 

(MDH). Les deux bandes des mutants où l‟insertion s‟est effectuée au locus sont entourées en 

rouge. La souche Po1d représentée par T (témoin) a donné une seule bande de 7216 pb. Les 

autres mutants ont tous une bande de 7216 pb et au moins une autre bande de taille variable. 

 

Une deuxième vérification a été effectuée uniquement avec une série de mutants qui 

ont donné une bonne amplification lors de la vérification par PCR (Figure 39A). La Figure 

39B représente la vérification de 4 clones des mutants MDH-01, MDH-02, MDH-09 et MDH-

10. 

A

B 

Figure 39 : Résultats des vérifications de l’insertion au locus des mutations du gène malate 

déshydrogénase 

A : Résultats de l‟hybridation par Southern blot des mutants MDH ayant donné une forte 

amplification par PCR. Tous les mutants sont positifs (2 bandes de 6452 pb et 5264pb) 

B : Résultats de l‟hybridation par Southern blot d‟une deuxième série de 4 clones des mutants 

MDH-01, MDH-02, MDH-04 et MDH-09. La première vérification par PCR a donné une forte 

amplification. Tous les mutants sont positifs. 
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B.1.2.5. Analyses phénotypiques 

Ces différentes mutations ont donné des souches auxotrophes (Tableau 7) pour la 

leucine car nous sommes partis de la souche Po1d (Ura- Leu-) que nous avons transformée 

par une cassette comportant le marqueur de sélection URA3. La suite des expériences a été 

effectuée avec un clone par mutation.  

 

Tableau 7 : Liste des  mutants MDH auxotrophes analysés  

 

JMY1685 MDH-10-1 Ura+ Leu- 

JMY1689 MDH-01-1 Ura+ Leu- 

JMY1693 MDH-02-1  Ura+ Leu- 

JMY1697 MDH-03-3 Ura+ Leu- 

JMY1699 MDH-04-1 Ura+ Leu- 

JMY1703 MDH-05-1 Ura+ Leu- 

JMY1706 MDH-06-4 Ura+ Leu- 

JMY1707 MDH-07-1 Ura+ Leu- 

JMY1709 MDH-08-1 Ura+ Leu- 

JMY1711 MDH-09-1 Ura+ Leu- 

 

 Courbes de croissance. 

Les différents mutants MDH ont été cultivés en milieu glucose. Les mutants ont été 

mis en  préculture pendant 16 heures en milieu riche YPD. Ils ont été ensuite ensemencés en 

milieu YNB+glucose additionné de leucine. La croissance a été suivie par la mesure de la 

DO, pendant plus de 48 heures de culture. 

Les différents mutants ont une croissance similaire à celle de la MDH-10 qui est 

considérée comme la souche témoin. La DO maximale atteinte en phase stationnaire est 

d‟environ 5 en milieu glucose minimum (Figure 40). Les différentes mutations n‟ont pas 

affecté la croissance des souches en milieu glucose. 
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A 

B 

Figure 40 : Courbes de croissance sur milieu glucose des mutants MDH auxotrophes 

(Ura+ Leu-) pour la leucine. La DO maximale des mutants auxotrophes est d‟environ 5 sur 

milieu YNBN0+leucine. 

A : courbes de croissance des mutants pour lesquels la mutation introduite favoriserait 

l‟épissage au premier TAG (cytoplasmique). 

B : courbes de croissance des mutants ou la mutation introduite favoriserait un épissage au 

deuxième TAG (peroxysomale). 
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 Complémentation des souches auxotrophes 

Chez Y. lipolytica l‟auxotrophie pour la leucine n‟est pas correctement 

complémentée par l‟ajout de leucine dans le milieu de culture (Mauersberger et al., 2001). 

Les souches auxotrophes pour la leucine ont une DO maximale d‟environ 5. Aussi nous avons 

décidé de rendre les mutants prototrophes par transformation avec le fragment LEU2 en vue 

d‟une augmentation de la DO en milieu minimum. Le fragment LEU2 a été amplifié par PCR, 

purifié et a servi à la transformation des souches auxotrophes du Tableau 7 par la méthode 

classique à l‟acétate de lithium. Il peut s‟agir soit d‟une intégration au locus par double 

crossing-over car le gène LEU2 a subi une délétion interne de 681 nucléotides entre deux sites 

Stu1, soit d‟une intégration aléatoire du fragment pour rétablir la prototrophie des souches. 

Cette transformation a permis d‟obtenir les mutants du Tableau 8. 

Ces nouvelles souches prototrophes ont été cultivées en milieu YNB+glucose. La 

croissance est suivie par la mesure de la DO pendant 48 heures. Effectivement, la 

transformation des souches par LEU2 a permis d‟augmenter la DO des mutants qui est 

d‟environ 10 en phase stationnaire (Figure 41). 

 

Tableau 8 : Liste des  mutants MDH prototrophes analysés 

JMY2040 MDH-01-1 Ura+ Leu+ 

JMY2042 MDH-02-1 Ura+ Leu+ 

JMY2044 MDH-03-1 Ura+ Leu+ 

JMY2046 MDH-04-1 Ura+ Leu+ 

JMY2048 MDH-05-1 Ura+ Leu+ 

JMY2050 MDH-06-1 Ura+ Leu+ 

JMY2052 MDH-07-1 Ura+ Leu+ 

JMY2054 MDH-08-1 Ura+ Leu+ 

JMY2056 MDH-09-1 Ura+ Leu+ 

JMY2058 MDH-10-1 Ura+ Leu+ 
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A 

B 

Figure 41 : Courbes de croissance sur milieu glucose des mutants MDH rendus 

phototrophes (Ura+ Leu+) après transformation avec LEU2. La DO maximale des mutants 

rendus prototrophes est d‟environ 10. Tous les mutants ont une croissance similaire. 

A : courbes de croissance des mutants dans lesquels la mutation introduite favoriserait 

l‟épissage au premier TAG (cytoplasmique).  

B : courbes de croissance des mutants où la mutation introduite favoriserait un épissage au 

deuxième TAG (peroxysomale). 
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 Tests en gouttes 

Des tests en gouttes ont été effectués avec les différents mutants MDH sur plusieurs 

milieux (acide oléique, tributyrine, trioléine et glucose). Les milieux acide oléique et 

tributyrine sont composés de YNB additionné d‟une émulsion d‟acide oléique ou de 

tributyrine (concentration finale 2%). L‟acide oléique ou la tributyrine constituent la seule 

source de carbone. Les cellules sont mises en préculture sur la nuit, dans du YPD. Elles sont 

centrifugées et resuspendues dans de l‟eau à une DO600 de 1,5. Des dilutions à partir de cette 

suspension sont réalisées suivant cet ordre:→ 1/10 → 1/5 → 1/5 → 1/5 → 1/5 → 1/5, et les 

cinq dernières dilutions sont déposées de la plus concentrée à la moins concentré sur les boites 

de Pétri. Les cellules sont mises en culture à 28 °C et pendant au moins 48 h pour la culture 

sur glucose et au moins 72 heures pour la culture sur tributyrine, car les halos d‟hydrolyse 

apparaissent à partir du 3
ème

 jour de culture. La croissance sur tributyrine n‟a pas montré de 

différence significative entre les mutants MDH (Figure 42). La croissance des mutants est 

quasiment similaire lorsqu‟ils sont comparés entre eux et à la souche de référence MDH-10. 

Tous les mutants MDH que nous avons construits à partir de la souche Po1d de Y. lipolytica 

poussent de la même façon sur milieu acide oléique (Figure 42), ce qui diffère de la 

croissance des mutants MDH chez S. cerevisiae.  

En effet chez S. cerevisiae le mutant issu de la disruption du gène MDH3 est 

incapable de croître sur acide oléique comme source de carbone. Singh et ses collaborateurs 

(1993) ont attribué cette incapacité de croissance à un disfonctionnement de la β-oxydation 

peroxysomale. L‟équivalent de ce mutant dans nos souches est le mutant MDH-4. Cette 

souche n‟est capable de produire que la malate déshydrogénase cytosolique car la mutation 

introduite au niveau du gène YALI0E14190g est une délétion complète de l‟intron jusqu‟au 

premier des deux TAG servant de 3‟ SS. 
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Figure 42: Résultats des tests en gouttes des mutants MDH, pour l’analyse phénotypique 

sur milieu YNB + Tributyrine ou YNB + acide oléique. Les différents mutants présentent le 

même phénotype. Les halos d‟hydrolyse des différents mutants ont un aspect et une taille 

similaires.  

 

 

Des tests en gouttes ont été également effectués sur milieu éthanol, glucose et acétate 

de sodium et d‟ammonium avec seulement les souches JMY1699 (MDH-4) et JMY1711 

(MDH-9). Les mutants ont une meilleure croissance sur glucose comparée à la croissance sur 

acétate ou éthanol. Ces deux mutants ont néanmoins une croissance similaire à celle de la 

souche contrôle MDH-10. Chez S. cerevisiae, la disruption de MDH2 entraine une incapacité 

de croissance sur acétate ou éthanol en milieu minimum. La souche MDH-9 est une souche 

dans laquelle l‟intron 2 du gène YALI0E14190g a été supprimé au niveau du deuxième TAG 

servant de 3‟ SS, ce qui fait de ce mutant MDH-9, l‟équivalent de la souche ∆mdh2 de S. 

cerevisiae. 

La mutation de MDH-9 chez Y. lipolytica n‟a pas affecté sa croissance sur l‟acétate 

ou sur l‟éthanol comme unique source de carbone car ce mutant qui comparativement à son 

équivalent chez S. cerevisiae, ne devrait pas pousser a une croissance similaire à la souche 

contrôle MDH-10 (Figure 43). 
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Figure 43 : Phénotypes de croissance des mutants JMY1699 (MDH-4), JMY1711 (MDH-9) et 

JMY1685 (MDH-10) sur milieu acétate, éthanol et glucose. Les deux mutants malate 

déshydrogénases poussent et ont un phénotype similaire à celui de la souche de référence sur acétate, 

éthanol et glucose, Néanmoins, les mutants, tout comme la souche JMY1685 (MDH-10) ont une 

meilleure croissance sur glucose par rapport à la croissance sur acétate ou éthanol. 

 

B.1.3. Localisation de la malate déshydrogénase des mutants MDH4 et MDH9 

B.1.3.1. Stratégie de construction des mutants de fusion  

Pour la validation de la localisation des protéines Mdh4p et Mdh9p qui en fonction 

de l‟épissage du deuxième intron devraient respectivement être adressées dans le cytoplasme 

et les peroxysomes, nous avons décidé d‟utiliser la protéine fluorescente Yfp pour une 

visualisation in vivo et le tag HA pour une immunolocalisation. Des vecteurs de fusion ont été 

construits avec les trois mutants. Le gène YFP et le tag ont été insérés en N-terminal car la 

séquence d‟adressage est située en C-terminal. Avec les mutants MDH-4, MDH-9 et MDH-

10, six nouvelles souches par étiquette ont été construites, car pour chaque mutant il y a deux 

cas de construction. Une première construction de fusion du gène modifié avec l‟intron 1 et 

une deuxième construction de fusion du gène modifié sans l‟intron 1, avec les deux étiquettes 

(Figure 44). Au final, 12 nouvelles souches ont été construites pour les deux étiquettes. 
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B.1.3.2. Constructions de vecteurs de fusion MDH4 et MDH9 avec le tag HA et 

YFP 

Les plasmides de départ utilisés sont JMP62 URA3ex-YFP-N pour la fusion avec 

YFP en N-terminal et JMP62 URA3ex-HA-N pour la fusion avec le tag HA en N-terminal. Le 

plasmide JMP62 URA3ex-YFP-N est digéré par les enzymes de restriction BamH1 et AvrII  

alors que les fragments de gènes modifiés obtenus par amplification PCR sont digérés par 

BclI et AvrII. Une ligature a ensuite été réalisée entre les gènes et le vecteur. Le produit de 

ligature est cloné dans E. coli.  

 

Figure 44: Représentation des différentes cassettes de fusion des mutants MDH-4 et MDH-

9 et du mutant de référence MDH-10.  

A: fusion YFP-MDH-10 sans intron 1; B: fusion YFP-MDH-10 avec intron 1; C:fusion YFP-

MDH-4/MDH-9 avec intron, D: fusion YFP-MDH-4/MDH-9 sans intron 

A‟: fusion HA-MDH-10 sans intron 1; B‟: fusion HA-MDH-10 avec intron 1; C‟:fusion HA-

MDH-4/MDH-9 avec intron, D‟: fusion YFP-MDH-4/MDH-9 sans intron. 
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B.1.3.3. Transformation des vecteurs de fusion dans Yarrowia lipolytica 

Après le clonage les différents plasmides sont extraits et les cassettes d‟expression 

des protéines de fusion sont récupérées par digestion avec l‟enzyme de restriction NotI 

(Figure 44) 

La souche Po1d a été transformée par insertion aléatoire de ces 12 cassettes. Nous 

avons obtenu alors 12 séries de souches de levures exprimant soit les protéines de fusion avec 

Yfp, soit les protéines avec le tag HA. Pour chaque série nous avons récupéré 4 clones de 

chaque, correspondant à quatre insertions différentes dont deux sont données dans le Tableau 

9. 

 

Tableau 9 : Liste des souches exprimant les protéines de fusion avec les tags Yfp et HA 

 

Souches de Y. lipolytica Cassettes  Caractéristiques  

JMY2081/JMY2082 YFP1-MDH-4 Po1d-YFP1-MDH-4 (Ura+ ; Leu-) 

JMY2087/JMY2088 YFP2-MDH-4 Po1d-YFP2-MDH-4 (Ura+ ; Leu-) 

JMY2083/JMY2084 YFP1-MDH-9 Po1d-YFP1-MDH-9 (Ura+ ; Leu-) 

JMY2089/JMY2090 YFP2-MDH-9 Po1d-YFP2-MDH-9 (Ura+ ; Leu-) 

JMY2085/JMY2086 YFP1-MDH-10 Po1d-YFP1-MDH-10 (Ura+ ; Leu-) 

JMY2091/JMY2092 YFP2-MDH-10 Po1d-YFP2-MDH-10 (Ura+ ; Leu-) 

JMY2093/JMY2094 HA1-MDH-4 Po1d-HA1-MDH-4 (Ura+ ; Leu-) 

JMY2099/JMY2100 HA2-MDH-4 Po1d-HA2-MDH-4 (Ura+ ; Leu-) 

JMY2095/JMY2096 HA1-MDH-9 Po1d-HA1-MDH-9 (Ura+ ; Leu-) 

JMY2101/JMY2102 HA2-MDH-9 Po1d-HA2-MDH-9 (Ura+ ; Leu-) 

JMY2097/JMY2098 HA1-MDH-10 Po1d-HA1-MDH-10 (Ura+ ; Leu-) 

JMY2103/JMY2104 HA2-MDH-10 Po1d-HA2-MDH-10 (Ura+ ; Leu-) 

 

B.1.3.4. Analyse des mutants  

 Vérification de la localisation par Western blot 

Deux souches de chaque mutant de fusion avec le tag HA ont été cultivées en milieu 

YNB-glucose. Les cellules ont été récupérées après 12 h et 24 h de culture. Les extraits 

cellulaires ont été préparés comme décrit dans les matériels et méthodes, déposés sur gel 

d‟acrylamide et transférés sur membrane de nitrocellulose. Les membranes sont hybridées 

avec les anticorps primaire (anti-HA de souris) et secondaire (anti-souris) et révélées avec le 

kit ECL (Amersham). Malgré le temps de révélation prolongé aucune bande n‟a été détectée. 
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 Localisation par visualisation au microscope optique 

Pour chaque mutant de fusion avec le tag Yfp deux souches ont été mises en culture 

en YNB-glucose. Après douze heures de culture les cellules ont été visualisées au microscope 

après induction de la fluorescence à une longueur d‟onde de 514 nm. Aucune fluorescence n‟a 

été détectée dans aucun des mutants. 

Les mutants ont été ensuite cultivés sur milieu YNB+glucose+acide oléique une 

visualisation au microscope a été effectuée après 12 de culture.  

Cette visualisation au microscope a révélé des points lumineux avec les mutants 

exprimant la MDH-9 (peroxysomale) en fusion avec la Yfp (Figure 45A). Nous avons 

également observé une fluorescence localisée avec les souches exprimant la MDH-10 (souche 

exprimant la malate déshydrogénase sauvage) en fusion avec la Yfp (Figure 45B). Nous 

n‟avons pas observé de fluorescence avec les mutants exprimant la MDH-4 (cytoplasmique). 

A            B 

Figure 45 : Localisation des protéines de fusion dans la souche JMY2089 (A) exprimant la 

MDH-9 (peroxysomale) en fusion avec la Yfp et dans la souche JMY2085 (B) exprimant la 

malate déshydrogénase sauvage en fusion avec la Yfp. La fluorescence est localisée et forme 

des points lumineux correspondant aux peroxysomes dans les deux souches.  

 

 



Résultats 

101 

 

B.2. Etude des mutants du cycle du glyoxylate : disruption de MLS1, ICL1 et CIT2  

B.2.1. Voie du glyoxylate : Peroxysomes 

L‟analyse des mutants MDH n‟a pas révélé de différence phénotypique significative 

entre eux. Notamment, nous n‟avons pas observé de phénotypes pour les mutants de délétion 

de la forme peroxysomale comme attendu chez S. cerevisiae pour le gène MDH3. Nous nous 

sommes axés sur le fonctionnement du cycle du glyoxylate en délétant les autres gènes qui 

constituent ce cycle à savoir YALI0E15708g (MLS1), YALI0E02684g (CIT1) et 

YALI0C16885g (ICL1). 

Ces trois gènes ont été choisis à la suite d‟une analyse de la probabilité de 

l‟adressage des protéines qu‟ils codent à travers leur séquence C-terminale et les prédictions 

selon Mitoprot (Tableau 10). 

 

Tableau 10 : Enzymes du cycle du glyoxylate et caractéristiques des protéines des familles 

correspondantes chez S. cerevisiae et Y. lipolytica. 

 S. cerevisiae Y. lipolytica 

 Gène 

Longueur 

de la 

protéine 

Mito-

prot 
PTS1 Gène 

Longueur 

de la 

protéine 

Mito-

prot 
PTS1 

Isocitrate lyase 
ICL1 558 0.0082 VKK YALI0C16885g 541 0.1036 SKL 

ICL2 576 0.9148 TQF YALI0F31999g 566 0.9865 NQL 

 
    

    

Malate synthase 
MLS1 555 0.0562 SKL YALI0D19140g 532 0.5262 VEQ 

MLS2 555 0.0384 SKL YALI0E15708g 548 0.1199 SKL 

 
    

    

Malate 

déshydrogénase 

MDH1 335 0.9873 ASK YALI0D16753g 339 0.9891 QNP 

MDH2 378 0.0388 ASS YALI0E14190g 331/332 0.3528 
PAN/ 

AKI 

MDH3 344 0.1746 SKL     

 
    

    

Citrate synthase 

CIT1 480 0.9607 SKN YALI0E00638g 460 0.9865 VAK 

CIT2 461 0.1919 SKL YALI0E02684g 466 0.9824 LKL 

CIT3 487 0.9210 NKL     

 
    

    

Aconitase 
ACO1 779 0.9950 EKK YALI0D09361g 780 0.9935 SKK 

ACO2 790 0.9600 RNE YALI0E14949g 791 0.9365 ANK 

 

Il y a deux gènes de la malate synthase chez Y. lipolytica : YALI0D19140g et 

YALI0E15708g. Le gène YALI0D19140g code une protéine de 532 acides aminés n‟ayant 

pas de séquence d‟adressage aux peroxysomes. Il est annoté comme étant l‟homologue de 

YNL117w (MLS1) de S. cerevisiae et sa probabilité d‟adressage à la mitochondrie est de 

http://www.genolevures.org/elt/YALI0D19140g
http://www.genolevures.org/elt/YALI0D19140g
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0.5262 selon mitoprot. Le gène YALI0E15708g est annoté comme étant l‟homologue du gène 

YIR031c (MLS2-DAL7) de S. cerevisiae et code une protéine ayant une séquence d‟adressage 

C-terminale peroxysomale (S-K-L). C‟est donc une malate synthase peroxysomale ; nous 

avons vérifié avec mitoprot que la probabilité d‟être adressée à la mitochondrie de 0.1119. Le 

gène YALI0E15708g est celui que nous avons disrupté pour l‟étude du fonctionnement du 

cycle du gloxylate. 

Le gène YALI0E02684g que nous avons choisi de disrupter est annoté comme étant 

l‟homologue de YNR001c (CIT1) de S. cerevisiae et code une protéine qui a une probabilité 

d‟être exportée à la mitochondrie de 0.9824. Néanmoins la protéine codée par ce gène a une 

séquence C-terminale L-K-L proche de la séquence d‟adressage aux peroxysomes S-K-L donc 

serait probablement affectée également à ce compartiment. Des cas de double localisation 

existent, notamment chez S. cerevisiae (Petrova et al., 2004). Le deuxième gène codant une 

citrate synthase chez Y. lipolytica, YALI0E00638g, est annoté comme homologue du gène de 

E. nidulans qui code une methylcitrate synthase. Il serait donc l‟homologue du gène CIT3 de 

S. cerevisiae codant une methylcitrate synthase mitochondriale. 

Le gène YALI0C16885g code une isocitrate lyase de 541 acides aminés ayant une 

séquence d‟adressage C-terminale peroxysomale (S-K-L) avec une très faible probabilité 

d‟affectation à la mitochondrie qui est de 0.1036. L‟isocitrate lyase codée par le gène 

YALI0C16885g de Y. lipolytica a une plus forte probabilité d‟être adressée aux peroxysomes. 

Ce gène a donc été disrupté dans le but de comprendre son rôle dans le fonctionnement du 

cycle du glyoxylate, d‟autant que chez S. cerevisiae, aucune citrate lyase n‟a de séquence 

d‟adressage aux peroxysomes. Il y a un deuxième gène YALI0F31999g annoté comme étant 

l‟homologue du gène YPR006c (ICL2) de S. cerevisiae qui code une 2-methylisocitrate lyase 

mitochondriale et catalyse la conversion du 2-methylisocitrate en succinate et pyruvate. Ce 

gène chez Y. lipolytica code une protéine qui n‟a pas de séquence d‟adressage aux 

peroxysomes mais une séquence putative d‟adressage à la mitochondrie.  

 

B.2.2. Construction des vecteurs de disruption des gènes  

Pour la disruption des gènes MLS1 et CIT2 nous avons utilisé la méthode SEP 

(Maftahi et al., 1996) décrite dans le chapitre II.4.2.1 des matériels et méthodes, ce qui nous a 

permis d‟obtenir les souches mutantes ∆mls1 et ∆cit2. Les cassettes de disruption ont été 

construites (ligature des fragments P-T par bout franc) à partir du vecteur pBluescript II 

KS(+/-) qui a servi pour le clonage dans E. coli. Les plasmides ont été ensuite digérés par I-
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SceI pour l‟insertion du marqueur de sélection URA, et ont été reclonés dans E. coli. Les 

cassettes de disruption P-U-T ont été récupérées par amplification PCR à partir des plasmides. 

La construction de la cassette de disruption P-U-T pour le gène ICL1 n‟ayant pas 

marché avec la méthode SEP nous avons opté pour la méthode de PCR 3 voies décrite au 

chapitre B.4.2.2. des matériels et méthodes et qui consiste en des amplifications PCR des 

fragments P, T et URA3 qui sont par la suite fusionnés par amplification PCR. 

 

B.2.3. Constructions des mutants : transformations de Yarrowia lipolytica 

La transformation de la souche Po1d avec ces trois cassettes de disruption a été 

réalisée, par la méthode classique à l‟acétate de lithium, dans le but d‟obtenir les trois mutants 

ayant les génotypes suivants : Po1d ∆mls1::URA3; Po1d ∆cit2::URA3 ; Po1d ∆icl1::URA3. 

Les transformants ont été sélectionnés sur YNB +Casaminoacids. Une série de vérification 

par PCR, a permis d‟obtenir trois clones Po1d ∆mls1::URA3 positifs sur 24 clones testés et 

deux clones Po1d ∆cit2::URA3 positifs sur 36 clones amplifiés. L‟obtention de l‟unique clone 

positif du mutant Po1d ∆icl1::URA3 s‟est révélée plus difficile car il a fallu tester 112 clones 

pour l‟avoir. Lors du repiquage de l‟unique clone positif deux colonies séparées ont été 

isolées (Tableau 11). 

 

Tableau 11 : Liste des clones positifs des mutants du cycle du glyoxylate 

 

JMY2060 ∆mls1-11 Ura+ Leu- 

JMY2061 ∆mls1-16 Ura+ Leu- 

JMY2062 ∆mls1-17 Ura+ Leu- 

JMY2063 ∆cit2-3 Ura+ Leu- 

JMY2064 ∆cit2-5 Ura+ Leu- 

JMY2065 ∆icl1-08 Ura+ Leu- 

JMY2066 ∆icl1-08' Ura+ Leu- 

 

Ces clones positifs ont également été rendus prototrophes par transformation avec le 

fragment LEU2 en vue d‟éliminer l‟auxotrophie pour la leucine (Tableau 12). 
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Tableau 12 : Liste des mutants du cycle du glyoxylate rendus prototrophes 

JMY2060 

 

JMY2067 ∆mls2-11-1 Ura+ Leu+ 

JMY2068 ∆mls2-11-2 Ura+ Leu+ 

JMY2061 JMY2069 ∆mls2-16-1 Ura+ Leu+ 

JMY2070 ∆mls2-16-2 Ura+ Leu+ 

JMY2062 

 

JMY2071 ∆mls2-17-1 Ura+ Leu+ 

JMY2072 ∆mls2-17-2 Ura+ Leu+ 

JMY2063 JMY2073 ∆cit2-3-1 Ura+ Leu+ 

JMY2074 ∆cit2-3-2 Ura+ Leu+ 

JMY2064 

 

JMY2075 ∆cit2-5-1 Ura+ Leu+ 

JMY2076 ∆cit2-5-2 Ura+ Leu+ 

JMY2065 JMY2077 ∆icl1-08-1 Ura+ Leu+ 

JMY2078 ∆icl1-08-2 Ura+ Leu+ 

JMY2066 JMY2079 ∆icl1-08'-1 Ura+ Leu+ 

JMY2080 ∆icl1-08'-2 Ura+ Leu+ 

    

 

B.2.4. Analyses phénotypiques  

B.2.4.1. Courbes de croissance des mutants 

Une analyse de la croissance des mutants auxotrophes pour les trois gènes du cycle 

du glyoxylate a été réalisée. Une préculture en YPD a été réalisée avec les souches JMY2060 

(∆mls1-11), JMY2062 (∆cit2-3), JMY2065 (∆icl1-8). Ces différents mutants ont ensuite été mis 

en culture dans le milieu YNB + Glucose et en milieu YNB + acide oléique. Les différents 

mutants ont une croissance normale en milieu YNB + Glucose à l‟exception du mutant 

JMY2065 (∆icl1-8). En effet la croissance de cette souche dans le milieu YNB + Glucose 

complémenté de leucine est quasiment nulle, ce qui était inattendu. En effet ce mutant a été 

sélectionné sur YNB + glucose + casaminoacids et ne présentait pas de défaut de croissance 

sur ce milieu. Nous avons donc supposé que ce défaut de croissance pourrait être dû à 

l‟auxotrophie pour la leucine. C‟est pourquoi nous avons construit les souches prototrophes 

par une transformation avec le marqueur LEU2. 

Lorsque cette même souche est rendue prototrophe (JMY2077) elle croît toujours 

moins bien que les autres mutants du cycle du glyoxylate dans le milieu YNB + Glucose. La 

croissance de la souche ∆icl1-8 est également nulle dans le milieu YNB +Acide oléique 

(Figure 46). 
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A 

B 

Figure 46 : Comparaison de la croissance des mutants du cycle du glyoxylate en milieu 

YNB+ glucose. 

A : Croissance des mutants auxotrophes pour la leucine 

B : Croissance des mutants prototrophes pour la leucine. 

Le mutant JMY2065 (∆icl1-8) auxotrophe pour la leucine est incapable de pousser dans un 

milieu YNB glucose + Leucine. La souche JMY2077 (∆icl1-8) rendue prototrophe pour la 

leucine croît sur YNB glucose  
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B.2.4.2. Tests en gouttes  

Des tests en goutte ont été réalisés sur différents milieux avec les mutants du cycle 

du glyoxylate. Les résultats montrent que les clones ∆ic1l-8 auxotrophes ou prototrophes pour 

la leucine sont incapables de croitre sur milieu YNB + Acétate. Le résultat est le même avec 

l‟acétate de potassium, l‟acétate de sodium et l‟acétate d‟ammonium. Les souches délétées 

pour CIT2 et de MLS1 ont une croissance similaire à celle de la souche de référence MDH-10 

(Figure 47).  

La disruption du gène ICL1 chez Y. lipolytica entraine une incapacité de croissance  

sur milieu acétate, alors que celle de CIT2 et MLS1 n‟affecte pas la croissance sur ce milieu. 

 

Figure 47 : Résultats de tests de croissance sur milieu acétate des souches ∆cit2, ∆icl, ∆mls1 

et mdh-10. Les milieux de culture pour les clones auxotrophes pour la leucine sont 

complémentés avec la leucine. La base de tous ces milieux est YNB. Les souches ∆icl1 ne 

peuvent pas croître sur acétate de sodium. La disruption du gène ICL entraine une incapacité de 

croissance sur acétate chez Y. lipolytica. La délétion de CIT2 ou de MLS1 n‟a pas d‟effet sur la 

croissance de Y. lipolytica sur milieu acétate.  
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Les souches ∆mls1, ∆cit2, ∆ic1l et MDH-10 ont été également cultivées sur éthanol. 

Les milieux sur lesquels sont cultivées les souches auxotrophes pour la leucine sont 

complémentées par la leucine. La seule source de carbone est l‟éthanol qui est ajouté au 

milieu de base YNB. La souche ∆icl1 auxotrophe ou prototrophe pour la leucine ne peut pas 

croitre sur éthanol. La croissance est également fortement diminuée chez le mutant ∆cit2 

comparée à la souche MDH-10. La disruption du gène CIT2 réduit la croissance sur éthanol 

(Figure 48). 

 

 

Figure 48 : Résultats de tests de croissance sur milieu éthanol des souches ∆cit1 et ∆ic1l. La 

souche ∆Icl1 est  incapable de croitre sur éthanol lorsqu‟elle est auxotrophe et prototrophe pour 

la leucine. La délétion de CIT2 affecte légèrement la croissance de Y. Lipolytica sur éthanol. 
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Les tests de croissance ont été également réalisés avec les mutants ∆mls1, ∆cit2, 

∆ic1l et MDH-10. L‟incapacité de croissance de la souche ∆icl1 auxotrophe sur milieu 

glucose est rétablie après transformation avec LEU2. Néanmoins la délétion de ICL1 affecte 

légèrement la croissance des mutants sur glucose (Figure 49).  

 

 

Figure 49 : Résultats de tests de croissance sur milieu glucose des souches ∆mls1, ∆cit1, 

∆ic1l et MDH-10 au bout de 3 jours de culture. La souche ∆Icl1 est incapable de croitre sur 

glucose lorsqu‟elle est auxotrophe pour la leucine. La délétion du gène ICL1 affecte légèrement 

la croissance sur glucose lorsque la souche est prototrophe.  

 

Les mutants du cycle du glyoxylate ont été également mis en culture sur milieu YNB 

+ tributyrine. La souche disruptée pour le gène ICL1 (auxotrophe et prototrophe pour la 

leucine) est incapable de croitre sur tributyrine alors que celle disruptée du gène MLS1 a une 

croissance similaire à celle de la souche de référence MDH-10 (Figure 50). La souche 

disruptée pour le gène CIT2 croît normalement sur milieu tributyrine néanmoins le halo 

d‟hydrolyse apparait plus tardivement lorsqu‟elle est comparée à la souche MDH-10. 
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Figure 50 : Résultats de tests de croissance sur milieu tributyrine des mutants du cycle du 

glyoxylate auxotrophes pour la leucine. 

 

Une culture des mutants du cycle du glyoxylate a été également effectué sur milieu 

YNB + acide oléique. La souche disruptée pour le gène ICL1 est incapable de croitre sur  

acide oléique (Figure 51) contrairement aux mutants ∆cit2 et ∆mls1. Ces deux mutants ont 

une croissance normale sur acide oléique comme la souche contrôle MDH-10. 

 

Figure 51 : Résultats de tests de croissance sur milieu acide oléique des mutants du cycle 

du lyoxylate auxotrophes et prototrophes pour la leucine.  
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DISCUSSION 

A. Localisation de Dga1p et Lro1p par la fluorescence 

Cette première partie du travail a consisté en la localisation des protéines Dga1p et 

Lro1p en fusion avec la protéine de fluorescence Yfp. La fusion de ces protéines avec Yfp n‟a 

pas eu d‟impact sur la croissance en comparaison avec les souches exprimant les protéines 

non etiquetées. Les protéines de fusion joueraient a priori leur rôle normal quand bien même 

elles sont exprimées en fusion avec Yfp.  

La visualisation au microscope des souches de levures exprimant les protéines de 

fusion a montré que la protéine de fusion Dga1p-Yfp est localisée dans les corps lipidiques et 

dans les microsomes. Ceci est en accord avec le modèle de Czabany et al., (2006). Selon leur 

modèle la protéine Dga1p est localisée dans la membrane du réticulum endoplasmique et dans 

les corps lipidiques chez S. cerevisiae. Dga1p contribuerait donc non seulement à la formation 

des corps lipidiques mais aussi aiderait à l‟augmentation de leur taille. 

La protéine de fusion Lro1p-Yfp quant à elle a été retrouvée dans les corps 

lipidiques, les microsomes et la bicouche phospholipidique qui constitue la membrane 

cytoplasmique de la levure Y. lipolytica. Ceci diffère légèrement du modèle de S. cerevisiae. 

En effet, chez cette levure Lro1p serait localisée uniquement dans la membrane du réticulum 

endoplasmique. Chez Y. lipolytica on retrouve la protéine Lro1p dans la membrane 

plasmique. Cette enzyme qui utilise comme donneur d‟acyle la phosphatidylcholine 

(phospholipide) qui est une composante de la membrane plasmique, pourrait bien se retrouver 

également à ce niveau. 

Plusieurs perspectives s‟ouvrent à la suite des résultats que nous avons obtenus. Les 

souches exprimant les protéines en fusion avec la Yfp pourraient être cultivées dans différents 

milieux de culture (glucose, acide oléique) et les cellules seraient récoltées à différents temps 

(phase exponentielle et phase stationnaire). Ces levures pourraient être broyées et le broyat 

pourrait être séparé en différentes fractions par le biais de procédés tels que la centrifugation 

ou l‟électrophorèse. La localisation des protéines de fusion pourrait alors se faire par western 

blot sur les différentes fractions cellulaires.  

Les gènes DGA1 et LRO1 pourraient être étiquetées par une autre étiquette telle que 

HA pour confirmer leur localisation par la protéine fluorescente Yfp. Avec les deux étiquettes 

(une étiquette pour chaque gène) nous pourrions mettre en évidence en même temps la 

localisation des deux protéines (colocalisation dans les corps lipidiques) dans la même souche 

de levure. 
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Ce travail sera incorporé dans l‟étude sur les acyle transférases chez Y. lipolytica. En 

effet, les protéines de fusion pourraient être exprimées dans le quadruple mutant 

∆dga1∆lro1∆are1∆are2 pour mettre en évidence la complémentation ou non de l‟activité de 

la protéine non etiquetée par la protéine de fusion. Récemment le gène ARE2 impliqué dans la 

synthèse des lipides a été renommé DGA2 car une analyse de ce gène a montré qu‟il est plus 

proche de la famille des diacyglycérol acyle transférases (DGATs) que de celle des stérol 

acyle transférases (Beopoulos et al., soumis).  

 

B. La malate déshydrogénase et les gènes du cycle du glyoxylate chez Y. lipolytica 

B.1. Etude de la malate déshydrogénase (MDH) chez Yarrowia lipolytica 

B.1.1. Rappel sur les enzymes malate déshydrogénase 

Les enzymes malate déshydrogénases (MDHs) catalysent l'interconversion de 

l'oxaloacétate et du malate. Cette interconversion est étroitement liée à l'oxydation ou la 

réduction des coenzymes NAD
+
 et NADH, H

+
. L‟oxaloacétate joue un rôle crucial dans de 

nombreuses voies métaboliques comme le fonctionnement du cycle de Krebs, le cycle du 

glyoxylate, la synthèse des acides aminés et la néoglucogenèse. L‟oxaloacétate participe 

également au maintien de l'équilibre d‟oxydoréduction et à la facilitation de l'échange des 

métabolites entre le cytoplasme et des organites intracellulaires (Goward et Nicholls, 1994).  

Il existe trois formes de malate déshydrogénases qui sont la malate déshydrogénase 

mitochondriale, la malate déshydrogénase cytoplasmique et la malate déshydrogénase 

peroxysomale. La levure S. cerevisiae possède ces trois formes de malate déshydrogénase 

codées par 3 gènes distincts qui sont MDH1 (malate déshydrogénase mitochondriale), MDH2 

(malate déshydrogénase cytoplasmique) et MDH3 (malate déshydrogénase peroxysomale) 

tout comme la majorité des levures hémiascomycètes. 

Néanmoins il existe seulement deux gènes qui codent la malate déshydrogénase chez 

Y. lipolytica. Le premier gène YALI0D16753g est celui qui code la malate déshydrogénase 

mitochondriale et le second gène YALI0E14190g est celui auquel nous nous sommes 

intéressés dans notre étude. Ce second gène possède deux introns dont le deuxième en 3‟ du 

gène présente une particularité. En effet comme nous l‟avons montré plus haut (Résultats), cet 

intron qui possède la séquence TAGCTAG en 3‟ peut être épissé de façon alternative au 

premier ou au deuxième TAG. Lorsque l‟épissage se fait au premier TAG, la malate 

déshydrogénase à une séquence C-terminale P-A-N qui n‟est pas une séquence d‟adressage à 

un compartiment donné. Cette protéine reste donc dans le cytoplasme. En revanche lorsque 
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l‟épissage se fait au deuxième TAG la malate déshydrogénase possède une séquence 

terminale A-K-I qui selon Aitchison et al. (1991) est une séquence d‟adressage aux 

peroxysomes. Pour notre étude nous avons introduit au niveau du site d‟épissage en 3‟ du 

gène YALI0E14190g, 9 différentes mutations dont deux correspondent à la suppression de 

l‟intron de type peroxysomal ou cytoplasmique. Ces mutations ont été introduites pour 

comprendre le fonctionnement de ce gène chez Y. lipolytica. Ainsi le mutant JMY1699 (MDH-

4) est celui dont la mutation introduite au niveau du gène YALI0E14190g supprime l‟intron 2 

jusqu‟au premier TAG et par conséquent, celui qui produit une malate déshydrogénase 

cytoplasmique. Et le mutant JMY1711 (MDH-9) est celui supprime l‟intron 2 jusqu‟au 

deuxième TAG et qui produit donc une malate déshydrogénase peroxysomale. 

 

B.1.2. Délétion de la malate déshydrogénase peroxysomale 

B.1.2.1. Phénotype ∆mdh3 chez S. cerevisiae 

Chez la levure S. cerevisiae, la délétion de MDH3 (forme peroxysomale) entraine 

une incapacité de croissance sur acide oléique (Roermund et al., 1995). Puisque que pour 

l‟utilisation des substrats hydrophobes comme l‟acide oléique, la β-oxydation qui a lieu dans 

les peroxysomes est requise, les auteurs ont attribué cette absence de croissance à une 

perturbation de la β-oxydation. Cette perturbation serait due au fait que la malate 

déshydrogénase peroxysomale chez S. cerevisiae est impliquée dans la réoxydation du NADH 

intra peroxysomal en NAD
+
. Lorsque les cellules sont cultivées sur acide oléique, le mutant 

∆mdh3 qui ne produit plus de malate déshydrogénase peroxysomale est incapable de fournir 

du NAD
+
 intra peroxysomal, nécessaire pour le fonctionnement de la β-oxydation. En 

l‟absence de Mdh3p la réaction de conversion de l‟oxaloacétate en malate (réaction 

réversible) ne peut plus se faire dans les peroxysomes alors que le NAD+ est indispensable 

pour la β-oxydation. Si la délétion de MDH3 entraine une perturbation du déroulement normal 

de la β-oxydation cela montre clairement que Mdh3p est la seule enzyme peroxysomale chez 

S. cerevisiae. En revanche la croissance normale du mutant ∆mdh3 sur les composés en C2 en 

milieu minimum signifie que le gène MDH3 n‟est pas impliqué dans le cycle du glyoxylate. 

Pour rappel, le cycle du glyoxylate est la voie métabolique qui est requise pour la croissance 

sur les composés en C2 (acétate et alcool). Le rôle majeur de Mdh3p est donc la régénération 

des cofacteurs NADH,
 
pour la β-oxydation.  
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B.1.2.2. Phénotype de l’équivalent de ∆mdh3 chez Y. lipolytica 

Chez Y. lipolytica, le mutant JMY1699 (MDH-4), est celui dont la mutation 

introduite dans le gène YALI0E14190g correspond à un épissage au niveau du premier TAG 

qui génèrerait une protéine cytoplasmique. Il est donc l‟équivalent du mutant ∆mdh3 chez S. 

cerevisiae, celui qui ne possède plus d‟activité malate déshydrogénase peroxysomale. 

Contrairement à son équivalent ∆mdh3, le mutant JMY1699 (MDH-4), a une croissance 

normale lorsqu‟il est cultivé en milieu acide oléique ce qui est en contradiction avec le 

phénotype auquel on s‟attend. Nous avons aussi montré que le mutant JMY1699 (MDH-4) a 

une croissance normale sur les composés en C2 (acétate et éthanol) ce qui est en accord avec 

les résultats obtenus avec son équivalent ∆mdh3 chez S. cerevisiae (Van Roermund et al., 

1995). 

Afin d‟expliquer la croissance du mutant JMY1699 (MDH-4) sur l‟acide oléique, 

nous avons émis deux hypothèses.  

La première est que la malate déshydrogénase produite par ce mutant reste bien, 

comme prédit, dans le cytoplasme et qu‟il existe dans ce cas une voie alternative qui fournirait 

du NAD+ pour le fonctionnement de la β-oxydation chez Y. lipolytica en cas de croissance sur 

acide oléique. Un argument en faveur de cette hypothèse est qu‟aucun transcrit du gène 

YALI0E14190g n‟a été trouvé dans la banque d‟ADNc sur acide oléique alors que 10 et 20 

ADNc ont été trouvés sur milieu riche respectivement en phase exponentielle et stationnaire 

(Mekouar et al., 2010). Cela suggère que la forme peroxysomale de YALI0E14190p ne serait 

pas nécessaire pour la β-oxydation. S‟il existe une activité enzymatique supplémentaire, nous 

ne la connaissons pas. Par contre des analyses transcriptomiques sur différents milieux 

pourront nous fournir des gènes candidats. Une première étude par séquençage de banques de 

cDNA a révélé de nombreux gènes fortement exprimés sur acide oléique qui ont une activité 

oxydoréductase. Ces gènes pourraient donc régénérer les cofacteurs.  

La seconde hypothèse est que l‟épissage du gène au niveau du premier TAG 

n‟empêcherait pas l‟importation de la malate déshydrogénase dans les peroxysomes. 

L‟importation de cette malate déshydrogénase dans les peroxysomes pourrait s‟expliquer par 

la présence au niveau de ce gène d‟un autre signal d‟adressage tel que PTS2 ou PTS3 (Brown 

et Baker, 2008). Les séquences PTS2 sont localisées en N-terminal de la protéine. Or la 

séquence N-terminale du gène YALI0E14190g ne correspond pas à la séquence consensus 

PTS2, R/K-L/V/I-XXXXX-H/Q-L/A (Lazarow, 2006). Donc ce serait plutôt un système 
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d‟adressage de type PTS3 comme pour les gènes POX1-6 pour lesquels aucune séquence 

d‟adressage n‟a été clairement définie (Brown et Baker, 2008).  

On peut imaginer un autre système d‟import qui ferait intervenir une protéine carrier 

portant un PTS1 ou un PTS2 qui formerait un complexe avec la protéine YALI0E14190p. Ce 

complexe pourrait permettre l‟import de la protéine dépourvue de PTS. Il a été montré que la 

chloramphénicol acétyltransférase (CAT) bactérienne dépourvue de sa séquence AKL 

d‟adressage aux peroxysomes ne pouvait être importée dans les peroxysomes que lorsqu‟elle 

forme un complexe homotrimérique avec des unités de chloramphénicol acétyltransférase 

portant un PTS1 (McNew et Goodman, 1994). Cela a été également montré pour le système 

PTS2. Un variant de la thiolase peroxysomale, tronqué en N-terminal donc dépourvu de PTS2  

peut être transporté dans les peroxysomes si et seulement si il est coexprimé avec une thiolase 

complète avec son PTS2 (Glover et al. 1994). Dans notre cas il ne s‟agirait pas d‟un complexe 

homomérique mais hétéromérique. Pour tester cette hypothèse, on peut envisager deux 

approches. La première serait de faire un crible double hybride avec YALI0E14190g et la 

deuxième serait une coimmunoprécipitation après avoir tagué la protéine YALI0E14190p.  

Si on s‟arrête à la croissance du mutant JMY1699 (MDH-4) sur les composés en C2, 

l‟étape du cycle du glyoxylate (conversion réversible du malate en oxaloacétate) catalysée par 

la malate déshydrogénase se passerait dans le cytoplasme mais pas dans les peroxysomes 

grâce à la malate déshydrogénase présente dans le cytoplasme (équivalent de Mdh2p). Ceci 

est normal car l‟épissage a été effectué au premier TAG pour que le messager produise une 

malate déshydrogénase qui reste dans le cytoplasme. Donc YALI0E14190g serait un gène du 

cycle du glyoxylate chez Y. lipolytica, comme chez S. cerevisiae et la présence de la malate 

déshydrogénase produite par ce gène dans les peroxysomes n‟est pas requise pour sa 

croissance sur les composés en C2. Ainsi le mutant JMY1699 (MDH-4) utiliserait la malate 

déshydrogénase cytoplasmique pour sa croissance sur les composés en C2 et le malate produit 

par le cycle du glyoxylate serait donc transporté à l‟extérieur du peroxysome pour sa 

conversion en oxaloacétate dans le cytoplasme.  

La délétion de la forme peroxysomale ne suffit pas pour comprendre le 

fonctionnement de ce gène. Peut-être que la délétion de la forme cytoplasmique nous 

apportera plus d‟informations. 
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B.1.3. Délétion de la malate déshydrogénase cytoplasmique 

B.1.3. 1. Phénotype ∆mdh2 chez S. cerevisiae 

Chez S. cerevisiae la disruption de MDH2 (codant la forme cytoplasmique de la 

malate déshydrogénase) entraine une incapacité de croissance sur acétate ou éthanol en milieu 

minimum et la transformation d‟une souche disruptée de MDH2 par MDH3∆SKL permet de 

restaurer la croissance sur éthanol (McAlister-Henn et al, 1995). Cela montre que 

Mdh3p∆SKL a la même fonction enzymatique que Mdh2p. Ces observations confirment que 

chez S. cerevisiae cette étape du cycle du glyoxylate ne se fait pas dans les peroxysomes et 

que Mdh2p est bien l‟enzyme qui intervient dans le cycle du glyoxylate et non Mdh3p. 

L‟étape de la conversion du malate en oxaloacétate du cycle du glyoxylate est une étape 

exclusivement cytoplasmique. 

 

B.1.3.2. Phénotype ∆mdh2 chez Y. lipolytica 

La souche JMY1711 (MDH-9) de Y. lipolytica est celle dont la mutation correspond 

à un épissage de l‟intron 2 du gène YALI0E14190g jusqu‟au deuxième TAG donnant une 

séquence C-terminale AKI d‟adressage aux peroxysomes. La souche JMY1711 (MDH-9) est 

donc l‟équivalent du mutant ∆mdh2 de S. cerevisiae c'est-à-dire dépourvue de malate 

déshydrogénase cytoplasmique. Nous avons montré que le mutant JMY1711 (MDH-9) a une 

croissance normale sur les composés en C2 contrairement au mutant ∆mdh2. Ce deuxième 

phénotype vient confirmer le fait que le gène YALI0E14190g à un fonctionnement différent 

de celui de MDH2 et MDH3 de S. cerevisiae. 

Si le mutant JMY1711 (MDH-9) a une croissance normale sur acétate ou éthanol 

cela peut s‟expliquer par deux cas de figure.  

Le premier cas serait que contrairement à ce qui se passe chez S. cerevisiae l‟étape 

de la conversion du malate en oxaloacétate chez le mutant JMY1711 (MDH-9) serait une 

étape peroxysomale. Le malate issu du glyoxylate est transformé en oxaloacétate dans les 

peroxysomes par la malate déshydrogénase affectée à ce compartiment. Ce cas de figure va à 

l‟encontre de la première hypothèse proposée ci-dessus.  

Le deuxième cas serait que la malate déshydrogénase avec une séquence C-terminale 

A-K-I produite par le gène YALI0E14190g modifié est partiellement ou pas du tout adressée 

aux peroxysomes. Une explication serait que la localisation serait régulée par le milieu de 

culture. Ainsi, malgré sa séquence d‟adressage peroxysomale cette protéine resterait dans le 

cytoplasme lorsqu‟il est cultivé sur les composés en C2 et lorsque le mutant est cultivé sur 
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acide oléique, la protéine serait adressée aux peroxysomes pour répondre aux besoins de la 

cellule. En effet Kunze et al., (2002) ont montré que la présence de Mls1p dans les 

compartiments cellulaires (cytoplasme et peroxysomes) était régulée ainsi par le milieu de 

culture. Le malate serait donc transporté à l‟extérieur du peroxysome pour sa conversion en 

oxaloacétate dans le cytoplasme par la malate déshydrogénase restée dans le cytoplasme. 

Selon cette hypothèse cette étape du cycle du glyoxylate se ferait dans le cytoplasme. 

 

A ce stade de notre travail nous ne pouvons pas trancher quant au fonctionnement de 

ce gène. Les mutations introduites dans le gène YALI0E14190g et les phénotypes que nous 

avons obtenus ne nous permettent pas de mesurer l‟effet de l‟absence de l‟une des deux 

formes de malate déshydrogénases prédites, en fonction des substrats (acide oléique, acétate 

éthanol). On ne peut donc pas conclure que les mutations introduites influent effectivement 

sur l‟adressage de la malate déshydrogénase produite par ce gène aux compartiments prédits. 

Des travaux complémentaires doivent être effectués pour mieux comprendre son 

fonctionnement. 

Ce que nous proposons dans un premier temps c‟est la délétion complète du gène 

YALI0E14190g, pour mesurer vraiment son influence dans la croissance sur différents 

milieux (acide oléique et substrats en C2). Si la délétion complète du gène empêche la 

croissance sur acide oléique cela nous permettrait d‟écarter l‟hypothèse selon laquelle il y 

aurait une alternative à la fourniture de NAD+ pour le fonctionnement de la β-oxydation dans 

les peroxysomes.  

Pour comprendre la localisation, il faudrait poursuivre les investigations avec les 

souches MDH-4 (cytoplasmique), MDH-9 (peroxysomale) et MDH-10 (malate sauvage) dont 

les protéines ont été fusionnées avec les tags Yfp. Avec chaque souche, nous avons deux 

mutants donc au total six mutants qui sont YFP1-MDH-4 et YFP2-MDH-4, YFP1-MDH-9, 

YFP2-MDH-9 ainsi que les témoins YFP1-MDH-10 et YFP2-MDH-10 qui possèdent la malate 

déshydrogénase sauvage en fusion avec Yfp. Les mutants avec YFP1 sont ceux dont le gène 

YALI0E14190g possède l‟intron1 et ceux avec YFP2 sont ceux dont le gène YALI0E14190g 

ne possède pas l‟intron1.  

On pourra cultiver ces mutants sur glucose, acide oléique, éthanol et acétate pour 

confirmer l‟influence du milieu de culture sur la localisation de cette protéine. Avec les 

mutants YFP1-MDH-10 et YFP2-MDH-10 on pourra montrer si l‟épissage se fait en fonction 

du milieu de culture ou non. Pour cela l‟analyse des transcrits sera nécessaire. Avec les 

mutants YFP1-MDH-4 et YFP2-MDH-4 (malate déshydrogénase cytoplasmique) d‟une part 
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et de l‟autre les mutants YFP1-MDH-9 et YFP2-MDH-9, on pourra mesurer la relation entre 

l‟épissage et la localisation effective des protéines. 

  

B.2. Etude des mutants du cycle du glyoxylate : disruption de MLS1, ICL1 et CIT2 

Suite à l‟étude de la malate déshydrogénase peroxysomale et cytoplasmique chez Y. 

lipolytica, nous avons constaté que le fonctionnement du cycle du glyoxylate et sa relation 

avec la β-oxydation étaient différents de ce qui est décrit chez S. cerevisiae. Nous avons alors 

décidé d‟étudier les phénotypes des mutants de délétion des autres gènes du cycle du 

glyoxylate. 

 

B.2.1. Disruption de ICL1 

L‟isocitrate lyase est l‟enzyme qui catalyse la conversion de l‟isocitrate en glyoxylate  

malate. Chez S. cerevisiae nous avons deux gènes ICL1 et ICL2 qui codent deux formes de 

cette enzyme. Aucune des deux isocitrate lyases n‟a une séquence C-terminale d‟adressage 

peroxysomale. Il a été montré que l‟expression du gène ICL1 est régulée par la source de 

carbone utilisée pour la croissance. Le gène ICL1 est réprimé lors de la croissance sur glucose 

et fortement induit lors de la croissance sur les composés en C2. La délétion de ICL1 chez S. 

cerevisiae entraine une incapacité de croissance du mutant sur éthanol (Fernandez et al., 

1991). Il a été également montré que le gène ICL1 ne code pas une enzyme peroxysomale. En 

effet, dans des cellules cultivées sur acide oléique McCammon et al. (1990) n‟ont pas détecté 

l‟enzyme isocitrate lyase dans la fraction peroxysomale. Ceci signifie que ce gène n‟est pas 

induit lors de la croissance sur acide oléique et est une enzyme cytoplasmique. Le gène ICL2 

code une 2-methylisocitrate lyase impliquée dans le métabolisme du Propionyl-Coenzyme A 

(Luttik et al., 2000). Le 2-methylisocitrate lyase intervient dans le cycle du méthyle citrate 

dans lequel le propionylcoA et l‟oxaloacétate sont fusionnés pour donner le 2-

méthylisocitrate. Le 2-methylisocitrate lyase catalyse la conversion du 2-méthylisocitrate en 

succinate et pyruvate. 

Chez Y. lipolytica, on retrouve également deux isocitrate lyases que codent les gènes 

YALI0C16885g et YALI0F31999g. Le gène YALI0C16885g est celui qui code une isocitrate 

lyase ayant une séquence d‟adressage C-terminale peroxysomale (S-K-L) et qui a été disrupté 

dans notre étude.  

La délétion du gène YALI0C16885g a entrainé une incapacité de croissance du 

mutant sur les composés en C2, comme montré par Barth et Scheuber (1993) mais également 
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sur acide oléique. L‟absence de croissance du mutant sur éthanol et acétate montre bien que 

YALI0C16885g est un gène clé du cycle du glyoxylate comme chez S. cerevisiae. 

L‟incapacité de croissance sur oléate montre que YALI0C16885g code une isocitrate lyase 

qui jouerait un rôle important dans la dégradation des acides gras. Sachant que 

YALI0C16885p est peroxysomale (motif SKL), elle interviendrait donc dans la β-oxydation 

ce qui n‟est pas le cas chez S. cerevisiae. Ce rôle important est également montré par le fait 

que 106 transcrits du gène YALI0C16885g ont été trouvés dans la banque d‟ADNc sur acide 

oléique contre 3 et 11 en milieu riche YPD respectivement en phase exponentielle et 

stationnaire (Mekouar et al., 2010). 

L‟absence de croissance sur les deux catégories de milieux exclut l‟implication du 

second gène, YALI0F31999g, dans la synthèse du glyoxylate et dans la β-oxydation. Le gène 

YALI0F31999g pourrait être l‟équivalent de ICL2 et coderait donc une 2-methylisocitrate 

lyase. 

En ce qui concerne le gène YALI0C16885g, nous avons montré qu‟il est 

indispensable pour la croissance sur acide oléique, acétate et éthanol mais des travaux 

complémentaires pourront être effectués pour analyser la régulation de ce gène. Nous 

proposons d‟etiqueter cette protéine avec la Yfp pour suivre sa localisation en fonction des 

milieux de culture et pouvoir se faire une idée du déroulement global du cycle du glyoxylate 

chez Y. lipolytica. 

 

B.2.2. Disruption de MLS1 

La malate synthase est l‟enzyme qui catalyse la conversion du glyoxylate en malate. 

Chez S. cerevisiae nous avons deux gènes qui codent la malate synthase qui sont MLS1 et 

MLS2 (DAL7). Les deux protéines Mls1p et Mls2p ont une séquence d‟adressage 

peroxysomale S-K-L. Chez Y. lipolytica il existe également deux gènes que sont 

YALI0D19140g et YALI0E15708g. Néanmoins seul le gène YALI0E15708g code une 

protéine qui a une séquence d‟adressage aux peroxysomes et a donc été l‟objet de notre étude.  

Chez S. cerevisiae la disruption de MLS1 entraine une incapacité de croissance sur 

acide oléique et sur les composés en C2 (Kunze et al, 2002). Ces auteurs ont montré que la 

localisation cellulaire de la malate synthase 1 (Mls1p) qui est une enzyme clé du cycle du 

glyoxylate dépend de la source de carbone utilisée pour la croissance des cellules. Lorsque les 

cellules sont cultivées en milieu acide oléique, la protéine Mls1p se retrouve dans les 
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peroxysomes alors que lorsqu‟elles sont cultivées sur composés en C2, Mls1p se retrouve 

dans le cytoplasme.  

Chez Y. lipolytica la disruption du gène YALI0E15708g n‟a pas donné un phénotype 

particulier. Le mutant a une croissance normale sur acide oléique, acétate et éthanol. Cette 

observation nous montre que ce gène n‟est pas indispensable au cycle du glyoxylate ni à la 

dégradation des acides gras. On peut donc supposer que le deuxième gène YALI0D19140g 

joue un rôle dans la croissance des mutants sur acide oléique et sur les composés en C2. 

Si la réaction de conversion du glyoxylate en malate ne se fait pas dans les 

peroxysomes la cellule ne serait pas capable de fournir des CoA pour le fonctionnement de la 

β-oxydation. Il est donc indispensable que cette réaction se passe dans les peroxysomes lors 

de la croissance sur acide oléique. Mais comment expliquer que la protéine que code le gène 

YALI0D19140g, qui n‟a pas de séquence d‟adressage S-K-L puisse rentrer dans les 

peroxysomes ? Là encore, il pourrait y avoir un autre signal d‟adressage aux peroxysomes qui 

permettrait à la protéine d‟être importée dans ces compartiments cellulaires lors de la 

croissance sur acide oléique. Comme chez S. cerevisiae, l‟implication de cette protéine dans 

le cycle du glyoxylate et dans la β-oxydation pourrait être régulée par le milieu de culture. 

Lorsque le mutant est cultivé sur acide oléique la malate synthase codée par le gène 

YALI0D19140g serait affectée aux peroxysomes. En revanche cette même protéine resterait 

dans le cytoplasme lors de la croissance sur les composés en C2. 

Dans tous les cas la présence du deuxième gène YALI0D19140g ne nous permet pas 

de conclure sur l‟implication du gène YALI0E15708g dans le cycle du glyoxylate. L‟idéal 

serait de construire le mutant de délétion de YALI0D19140g et le double mutant en disruptant 

en même temps les gènes YALI0D19140g et YALI0D19140g pour avoir les informations 

claires et précises sur l‟implication de la malate synthase dans le cycle du glyoxylate. On 

pourra aussi d‟etiqueter les deux gènes pour montrer leur localisation cellulaire, en fonction 

des différents milieux de culture. 

  



Discussion 

120 

 

B.2.3. Disruption de CIT2 

La citrate synthase est la protéine responsable de la conversion de l‟oxaloacétate en 

citrate. Il existe 3 gènes CIT1, CIT2 et CIT3 qui codent cette enzyme chez S. cerevisiae. Chez 

cette levure seule le gène CIT2 code une citrate synthase avec une séquence d‟adressage aux 

peroxysomes (séquence S-K-L). Il a été montré que CIT1 et CIT3 codent des enzymes 

mitochondriales. Le gène CIT1 code une citrate synthase mitochondriale alors que le gène 

CIT3 code une 2-methylcitrate lyase. 

Chez Y. lipolytica il y a deux gènes citrate synthase : YALI0E02684g et 

YALI0E00638g. Ces deux gènes ont été annotés comme les homologues des deux gènes 

mitochondriaux : le gène YALI0E02684g comme homologue de CIT1 et le gène 

YALI0E00638g comme CIT3. Les annotations sont en accord avec les prédictions de 

localisation dans la mitochondrie par Mitoprot (Tableau 7 dans la partie resultats). A priori, 

chez cette levure il n‟y aurait pas de citrate synthase peroxysomale sauf que l‟une des 

protéines (YALI0E02684g) présente en plus du motif N-terminal d‟adressage à la 

mitochondrie, un motif C-terminal LKL qui pourrait être un PTS1. Cette protéine pourrait 

avoir une double localisation mitochondriale et peroxysomale comme pour la catalase A 

(Cat1p) de S. cerevisiae (Petrova et al., 2004). Nous avons donc choisi de disrupter ce gène. 

Chez S. cerevisiae la disruption de CIT1 inhibe la croissance sur acétate (Liao et 

butow, 1993) ce qui est normal car la délétion de tout gène du cycle du TCA entraine une 

perturbation de la croissance sur acétate (Vélot et al., 1999). Contrairement à CIT1, la 

disruption de CIT2 n‟empêche ni la croissance sur acétate, ni la croissance sur acide oléique 

(Van Roermund et al., 1995). La citrate synthase Cit2p n‟est pas une enzyme indispensable 

pour le cycle du glyoxylate ni pour la β-oxydation chez cette levure. 

Chez Y. lipolytica, nous avons montré à travers des tests en goutte, que la disruption 

du gène YALI0E02684g n‟a pas d‟effet sur la croissance en milieu glucose, ni sur acide 

oléique, ni sur acétate et éthanol. Le mutant a une croissance normale comparativement à la 

souche sauvage. Si le gène YALI0E02684g est annoté comme homologue de CIT1 et que sa 

disruption n‟a aucun effet sur la croissance sur les composés en C2 cela voudrait dire qu‟il y 

ne serait pas le seul gène qui code une citrate synthase mitochondriale chez Y. lipolytica. La 

croissance de ce mutant sur les composés en C2 montre également que ce gène n‟est pas 

impliqué dans le cycle du glyoxylate. La conversion de l‟oxaloacétate en citrate pourrait donc 

être assurée par le deuxième gène YALI0E00638g. Le gène YALI0E02684g ne serait pas non 

plus indispensable pour la croissance sur acide oléique donc pas indispensable à la β-
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oxydation. Il faudra disrupter le gène YALI0E00638g et si en absence de ce gène on observe 

toujours une croissance normale sur les composés en C2 et acide oléique, il faudra disrupter 

les deux gènes afin de comprendre leur implication dans le cycle du glyoxylate et dans la β-

oxydation. 

L‟implication de la citrate synthase dans la β-oxydation est de fournir des CoA. 

Cependant, ce n‟est pas la seule réaction enzymatique qui en fournit. Chez S. cerevisiae la 

malate synthase (Mls1p) et l‟acétyle carnitine transférase (Cat2p) régénèrent aussi les acétyle-

CoA dans les peroxysomes. Il faudrait observer chez Y. lipolytica le phénotype du double 

mutant ∆CAT2/∆CIT2 qui chez S. cerevisiae ne pousse plus sur acide oléique (Van Roermund 

et al., 1995). Sachant que la délétion de MLS1 ne donne pas de phénotype chez Y. lipolytica, il 

faudrait également construire le triple mutant ∆CAT2/∆CIT2/∆MLS1. 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

Au cours de la première partie de cette étude nous nous sommes attachés à la 

localisation des gènes de la voie de synthèse et de dégradation des triglycérides. Ce travail 

nous a permis de nous faire une idée de la localisation des protéines Lro1p et Dga1p dans la 

cellule. Les résultats partiels que nous avons obtenus sont en accord avec ceux prédits par la 

littérature. Les enzymes Lro1p et Dga1p qui interviennent dans la dernière étape de la 

synthèse des lipides sont bien localisées dans les corps lipidiques. Ce travail doit être 

complété avec l‟étude des deux autres protéines Are1p et Dga2p. L‟une des perspectives 

qu‟offre cette partie du travail sur la localisation des protéines impliquées dans la voie de 

synthèse des lipides, est la possibilité d‟identificaion des partenaires et leur fonctionnement. 

Dans la deuxième partie nous nous sommes axés sur le fonctionnement du cycle du 

glyoxylate chez Y. lipolytica. Nous avons montré que le cycle du glyoxylate et la β-oxydation 

ne fonctionnent pas comme chez S. cerevisiae, la levure la plus étudiée pour les cycles de 

Krebs et du glyoxylate. Les gènes du cycle du glyoxylate que nous avons étudié n‟ont pas 

toujours les fonctions attendues dans la cellule. La construction du mutant exprimant la 

malate déshydrogénase cytoplasmique n‟a pas eu d‟impact sur la β-oxydation et celle du 

mutant exprimant la malate déshydrogénase peroxysomale n‟a pas eu d‟influence sur la 

croissance sur les composés en C2. Ce travail doit être complété par de nombreuses 

expérimentations pour comprendre le fonctionnement de ce métabolisme. Notamment nous 

voulons comprendre pourquoi YALI0C16885g (équivalent de ICL1) est un gène essentiel 

pour la croissance sur les composés en C2 et sur acide oléique et constitue donc un gène clé 

du cycle du glyoxylate et un gène indispensable à la β-oxydation. Est-ce que le glyoxylate 

produit par ICL1 est un intermédiaire indispensable pour d‟autres activités enzymatiques qui 

permettraient de régénérer les cofacteurs ou fournir des Coenzymes A pour la β-oxydation ? 

Quels sont le rôle et l‟activité des gènes YALI0E15708g (équivalent de MLS1) et 

YALI0E02684g (équivalent de CIT1) qui ne sont pas indispensables au cycle du glyoxylate et 

à la β-oxydation ? Les expériences complémentaires que nous avons proposées dans la 

discussion nous permettront de donner un schéma du cycle du glyoxylate chez Y. lipolytica. 

Ce travail est le debut d‟une exploration des protéines impliquées dans la voie du 

cycle du glyoxylate chez Y. lipolytica. Elle nous a permis d‟avoir une idée du fonctionnement 

de ce cycle.  

L‟une des perspectives serait une possibilité d‟identification d‟autres protéines qui 

pourraient réguler la β-oxydation et le cycle du glyoxylate. Elle pourrait consister à la 
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recherche des gènes dont la présence ne permet pas d‟obtenir des phénotypes après la 

disruption des gènes impliqués dans le cycle du glyoxylate ou dans la β-oxydation. 

L‟identification de ces protéines pourrait se faire par l‟analyse des données des banques 

ADNc existantes et la construction d‟autres banques ADNc dans d‟autres conditions. Une 

alternative serait de proceder à la recherche des protéines dont la séquence pourrait presenter 

de fortes homologies avec les différentes protéines impliquées dans la voie du glyoxylate et 

de la β-oxydation. 

Ce travail ouvre des perspectives sur l‟étude du métabolisme central chez Y. 

lipolytica en relation avec la β-oxydation, et de façon plus large avec le métabolisme des 

lipides. La poursuite de ce travail renforcera Y. lipolytica comme modèle alternatif à S. 

cerevisiae.  
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Résumé 

 

Titre: Métabolisme lipidique et cycle du glyoxylate chez la levure Yarrowia lipolytica.  

 

Résumé : La levure Yarrowia lipolytica est une levure oléagineuse capable de croître sur les substrats 

hydrophobes et les composés en C2 comme seul source de carbone. 

La première partie de notre étude a permis de déterminer la localisation des protéines Lro1p 

et Dga1p impliquées dans la dernière étape de la synthèse des triglycérides. Ces protéines en fusion C-

terminale avec la protéine fluorescente Yfp sont localisées dans la membrane cytoplasmique et à la 

surface des corps lipidique pour Lro1p et à la surface des corps lipidiques pour dga1p. 

La deuxième partie de cette étude a permis d‟avoir une idée plus précise du fonctionnement 

du cycle du glyoxylate chez la levure Y. lipolytica. Le premier objectif de cette deuxième partie de 

notre étude était de comprendre le fonctionnement du gène de la malate déshydrogénase chez cette 

levure. Contrairement à la levure S. cerevisiae qui possède trois gènes codant pour une malate 

déshydrogénase (cytoplasmique, mitochondriale et peroxysomale), Y. lipolytica ne possède que deux 

gènes. Le premier gène YALI0D16753g code une malate deshydrogénase mitochondriale et le second 

gène YALI0E14190g présente une particularité d‟épissage alternatif. En effet, le gène 

YALI0E14190g, en fonction de l‟épissage, code une malate déshydrogénase cytoplasmique (séquence 

C-terminale PAN) ou une malate déshydrogénase adressée aux peroxysomes (séquence C-terminale 

AKI). Nous avons introduit de mutations au niveau du site d‟épissage pour influencer l‟adressage et 

comprendre le fonctionnement de cette protéine, notamment son implication dans le cycle du 

glyoxylate. Les différentes mutations introduites n‟ont pas eu d‟impact sur la croissance des mutants 

sur les composés en C2 et sur acide oléique.  

Dans une troisième partie, nous nous sommes intéressés aux autres gènes du cycle du 

glyoxylate. La disruption du gène ICL1 (YALI0C16885g) a entrainé une incapacité de croissance du 

mutant sur acide oléique et sur les composés en C2 (éthanol, acétate). Néanmoins la suppression des 

autres gènes du cycle du glyoxylate à savoir YALI0E15708g (équivalent de MLS1) et YALI0E02684g 

(équivalent de CIT2) n‟a pas eu d‟impact lors de la croissance sur les milieux nécessitant l‟implication 

cycle du glyoxylate.  

Ces travaux nous ont permis d‟acquérir une meilleure connaissance des gènes impliqués 

dans le cycle du glyoxylate et une compréhension partielle du fonctionnement du cycle du glyoxylate 

chez Y. lipolytica.  
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Abstract 

 

Title: Lipid metabolism and glyoxylate cycle in the yeast Yarrowia lipolytica.  

 

Abstract : The yeast Yarrowia lipolytica is an oleaginous yeast which is able to grow on hydrophobic 

substrates and C2 compounds as a sole carbon source. 

The first part of this study deals with the localization of the two proteins Lro1p and Dga1p 

involved in the final step of triglycerides synthesis. These proteins fused at their C-terminus with the 

fluorescent protein Yfp were shown to be localized in the cytoplasmic membrane and at the surface of 

the lipid bodies for Lro1p and at the lipid bodies surface for Dga1p.  

The second part of this study helps to decipher about the function of the glyoxylate cycle in 

yeast Y. lipolytica. The first objective was to understand the function of the malate dehydrogenase 

gene in the yeast Y. lipolytica. Unlike in the yeast S. cerevisiae which has three genes encoding a 

malate dehydrogenase (cytoplasmic, mitochondrial and peroxysomale), Y. lipolytica has only two 

genes. The first gene YALI0D16753g encodes the mitochondrial malate dehydrogenase and the 

second gene YALI0E14190g is subject to alternative splicing. Indeed, depends on the splicing of the 

intron at the 3‟ splicing site, the gene YALI0E14190g codes for a cytoplasmic malate dehydrogenase 

(C-terminal sequence PAN) or a malate dehydrogenase targeted into peroxisome (C-terminal sequence 

AKI). We introduced several mutations in this gene in order to modify the targeting and to understand 

the function of this protein, including its involvement in the glyoxylate cycle. The different mutations 

introduced had no impact on the growth of these mutants neither on oleic acid nor on C2 compounds.  

In a third part, we analyzed the other genes of the glyoxylate cycle. The disruption of the 

gene ICL1 gene (YALI0C16885g) results in the inability of the mutant to growth on oleic acid and C2 

compounds (ethanol, acetate). However, the deletion of the others genes of the glyoxylate cycle 

namely YALI0E15708g (equivalent of MLS1) and YALI0E02684g (equivalent of CIT2) had no 

impact on growth on media requiring the involvement of the glyoxylate cycle.  

This work provided us some knowledge about the genes involved in the glyoxylate cycle and 

a partial understanding of the functioning of the glyoxylate cycle in Y. lipolytica. 
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