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III - La promotion de la floraison par la photopériode
III - La promotion de la floraison par la photopériode


DISCUSSION
Isolation chez S. alba d’un homologue de CONSTANS d’A. thaliana 
La première partie de notre travail concernant l’étude de la voie de promotion de la floraison par la photopériode a consisté à isoler chez S. alba une séquence apparentée à AtCO par la technique de RT-PCR. L’amplification d’une séquence présentant un pourcentage d’identité élevé avec AtCO a été réalisée en deux étapes successives : une première amplification d’un fragment interne de la séquence suivie par l’amplification des deux extrémités 3’ et 5’ de la séquence codante. Une séquence de 1144 pb a été finalement obtenue ; elle a été appelée SaCO. 
La séquence protéique SaCO prédite possède des motifs conservés communs au Groupe Ia formé par les protéines CO de diverses espèces de dicotylées et de monocotylées (Robson et al., 2001 ; Griffiths et al., 2003). L’analyse phylogénétique de SaCO indique que parmi les protéines du Groupe Ia appartenant aux Brassicaceae, SaCO est plus proche des protéines AtCO, BniCOa et BnCO1 - qui jouent un rôle positif dans l’induction florale en réponse aux JLs (Robert et al., 1998 ; Kruskopf-Österberg et al., 2002) - que des protéines AtCOL1 et AtCOL2 qui ne sont pas impliquées dans le contrôle de la floraison (Ledger et al., 2001). Ce résultat indique que SaCO est plus apparenté à CO qu’aux gènes COL. Cette hypothèse est encore appuyée par le fait qu’un fragment SaCOL1 a été amplifié chez S. alba (Shavorskaya and Lagercrantz, 2006) : SaCO s’en distingue par la présence d’une région de 18 pb dans la partie centrale de la région codante.

Nous n’avons pas eu le temps d’examiner la question du nombre de copies de SaCO chez S. alba. Lagercrantz and Axelsson (2000) ont isolé, par criblage d’une banque génomique, 4 gènes apparentés à AtCO chez B. nigra : 2 BniCO (a et b) et 2 BniCOL (1 et 2). Kruskopf-Österberg et al. (2002) ont montré par ailleurs que BniCOa est orthologue de AtCO, tandis que BniCOb semble non fonctionnel (Sjödin et al., 2007). B. nigra ne possède donc qu’une seule copie ‘fonctionnelle’ de CO. Par ailleurs, Fourmann et al., (2002) ont trouvé une seule séquence CO chez B. rapa et B. oleraceae. Chez les trois espèces B. nigra, B. rapa et B. oleracea, dont le génome présente une complexité similaire à celle de S. alba, il n’y aurait donc qu’un seul gène CO. Cette idée semble confirmée par le fait que chez l’allotétraploïde B. napus, possédant les génomes de B. rapa et de B. oleracea, 2 copies de CO ont été isolées (Robert et al., 1998 ; Fourmann et al., 2002). 
Afin de confirmer la conservation de la fonction de SaCO dans la promotion de la floraison, nous avons réalisé une construction 35S::SaCO en vue d’effectuer un test de complémentation du mutant co d’A. thaliana (Sessions et al., 2002 ; fourni par le Prof. G. Coupland, Max Planck Institute for Plant Breeding, Cologne). Ce test est toujours en cours. 

Expression de SaCO et période de lumière : une double coïncidence ?
Nous avons analysé l’expression de SaCO par RT-PCR semi-quantitative dans les feuilles de plantes maintenues en JCs non inducteurs ou induites à fleurir par un seul cycle photopériodique : un JL ou un JCD.

En JCs, nous avons observé un pic d’expression de SaCO de la 12ème h à la 20ème h, c’est-à-dire pendant la nuit, alors que les transcrits sont détectables, mais à un niveau beaucoup plus faible, pendant la période lumineuse. Il serait intéressant de vérifier que cette fluctuation persiste en conditions constantes, et donc que SaCO est régulé par l’horloge circadienne, comme chez A. thaliana (Suárez-López et al., 2001). 

En ce qui concerne le JL ou le JCD, l’étude a été réalisée pendant le traitement photopériodique inducteur et pendant les deux JCs suivants, appelés JC1 et JC2. Nous avons observé que, sur cette durée, le niveau relatif en transcrits SaCO présente un patron d’expression tout à fait original caractérisé par deux phases d’expression élevée, survenant en coïncidence avec la présence de lumière.
La première coïncidence
Au cours d’un JL de 22h, le patron d’expression de SaCO est peu différent de celui observé en JCs. L’augmentation du niveau relatif en transcrits débute à la 12ème h et se termine à la 24ème h ; le seul changement enregistré est donc l’étendue du pic d’activité transcriptionnelle (16 h au lieu de 12 h). Cette cinétique est tout à fait compatible avec la valeur de la photopériode critique qui est, dans ce système expérimental, de 10-12h, la photopériode optimale étant de 18-20h (Bernier, 1989). 
L’influence de la photopériode sur le profil d’expression de SaCO est la même que celle observée chez des plantes d’A. thaliana cultivées continuellement en JCs ou en JLs de 16h (Suárez-López et al., 2001). Cependant chez cette espèce, le profil d’expression en JL présente une diminution transitoire du niveau relatif en transcrits à la 20ème h donnant ainsi une forme de ‘double pic’ à la cinétique. Une quantification plus précise du niveau d’expression de SaCO par la technique de RT-PCR quantitative pourrait être envisagée pour déterminer si ce double pic existe aussi chez S. alba.
Nous avons ensuite analysé le profil d’expression de SaCO au cours d’un JCD (décalé de 10h par rapport au régime standard) inducteur de floraison. Ce JCD a été sélectionné antérieurement comme système d’induction alternatif en raison de sa grande efficacité, par rapport à un JCD débutant quelques heures plus tôt ou plus tard (Kinet et al., 1973). Or, nous constatons que ce JCD ‘optimal’ est donné en phase avec le pic d’abondance de SaCO, tel que nous pouvons en juger sur base du profil d’expression de SaCO en JC. Ce résultat confirme que la lumière du JCD tombe bien dans la phase ‘photophile’ (dans le modèle de la coïncidence externe) et que c’est la raison pour laquelle ce système d’induction fonctionne sans extension de la photopériode (Bünning, 1936).
Le JCD modifie le patron d’expression de SaCO : le pic de transcrits, qui en JC comme en JL débute à la 12ème h, est décalé et débute à la 16ème h. Malgré le déphasage observé, le pic de l’abondance de SaCO survient partiellement à la lumière : la quantité de transcrits est élevée à la fin de la période lumineuse du JCD. Cette cinétique est également compatible avec la valeur de la photopériode critique du JCD qui est, chez S. alba, de 4h (Bodson, 1975) et avec le modèle de la coïncidence externe. 

A ce stade de notre travail, il ne nous est pas possible de savoir si le déphasage de SaCO observé pendant le JCD est un effet de celui-ci ou de la longue période d’obscurité qui précède. En effet, la période ‘en libre parcours’ de nombreux rythmes circadiens est plus longue à l’obscurité continue qu’à la lumière continue, et augmente à la lumière continue lorsque l’intensité lumineuse diminue ; cette propriété est connue sous le nom de ‘règle d’Aschoff’ (Dunlap et al., 2004). La cinétique circadienne de l’expression de CO chez d’autres espèces n’a été établie, à notre connaissance, qu’à la lumière. Or, lorsque des plantes d’A.thaliana et de Medicago truncatulata, entrainées par des cycles jour/nuit, sont transférées à l’obscurité pendant 24 h, le pic d’expression du gène GI – en amont de CO - est déplacé de la 8ème h à la 12ème h (Paltiel et al., 2006).  Le retard de phase du rythme de SaCO pourrait donc ne pas être spécifique mais pourrait concerner plusieurs gènes dont l’expression est régulée par l’horloge. Nous pourrions, pour éclaircir cette question, examiner l’expression de différents gènes contrôlés par l’horloge circadienne pendant et après le JCD. Nous pourrions, par exemple, utiliser les gènes CAB ou COLD CIRCADIAN REGULATED 2 (CCR2) comme marqueur matinal et vespéral, respectivement, des gènes régulés par l’horloge ; leurs séquences sont disponibles chez S. alba (Batschauer et al., 1991 ; Heintzen et al., 1994).
La seconde coïncidence

Après le JL ou le JCD inducteur de floraison, l’expression de SaCO est ‘normale’ le JC1 (pic pendant la nuit) mais pas le JC2 : une augmentation de l’expression de SaCO arrive à la 56ème h ; ce pic se produit donc à la lumière. 
Ici aussi, le suivi de gènes ‘marqueurs’ de l’horloge circadienne nous permettrait de savoir si cette modification du rythme de SaCO est le résultat d’une perturbation générale et transitoire de l’horloge causé par un JL ou un JCD. Il est en effet connu que l’horloge biologique réagit de manière chaotique à une succession de traitements perturbateurs abrupts (Bünning, 1967). Cependant, nous avons observé que le pic de la 56ème h est amoindri si les 4 ou 8 h de lumière qui le précèdent sont supprimées, ce qui semble indiquer que le pic de la 56ème h ne dépend pas que de facteurs temporels, mais également de la lumière. 

L’étude des gènes exerçant un rôle activateur de la transcription de CO pourrait apporter des informations quant à la nature du ou des processus conduisant au changement de rythme de CO. Deux candidats potentiels sont GI et FKF1, dont l’activité – chez A. thaliana - est circadienne et dépend de la lumière. AtGI stimule l’expression de AtCO (Suárez-López et al., 2001 ; Mizoguchi et al., 2005) ; son expression est circadienne et réprimée à l’obscurité chez A. thaliana et M. truncatula (Fowler et al., 1999 ; Paltiel et al., 2006). AtFKF1 active AtCO à la lumière : chez le mutant fkf1, l’expression de AtCO n’est pas affectée en JC – elle se produit à l’obscurité – mais bien en JL (Imaizumi et al., 2003). La protéine AtFKF1 est un photorécepteur à domaine LOV.  
Quel est le rôle du pic de SaCO à la 56ème h ?
Nous avons testé la contribution du pic d’expression de SaCO à la 56ème h dans le processus d’induction florale, et ce, en ‘empêchant’ que ce pic ne coïncide avec une période de lumière. Nous pensions donc - a priori – affecter l’activité de SaCO par le contrôle post traductionnel de la stabilité de la protéine par la lumière, en supposant qu’elle soit régulée comme chez A. thaliana (Valverde et al., 2004). Mais il s’est avéré que l’absence de lumière affecte également le niveau de transcrits : nous avons constaté que le pic de transcrits SaCO à la 56ème h  est plus faible chez des plantes placées à l’obscurité quelques heures auparavant, que chez des plantes normalement exposées à la lumière le JC2. Cette diminution du niveau relatif en transcrits à la 56ème h est visible pour les deux traitements inducteurs, bien qu’elle soit davantage marquée chez des plantes préalablement exposées à un JCD. Cependant, au niveau physiologique, la diminution enregistrée affecte différemment la floraison : elle a peu ou pas d’effet sur la réponse florale suite à un JL par contre elle réduit assez significativement le pourcentage de floraison obtenu suite à l’induction par un JCD. Ce résultat semble indiquer que le second pic d’expression de SaCO à la lumière est nécessaire pour obtenir une réponse florale maximale suite à un JCD alors qu’il n’est pas utile pour une induction par un JL de 22h. Cette différence dans la contribution du second pic d’expression pourrait être mise en corrélation avec la durée de la première coïncidence ; en effet, l’expression élevée de SaCO en coïncidence avec la lumière se produit de la 12ème à la 22ème h au cours du JL (soit pendant 10h) et de la 16ème à la 18ème h au cours du JCD (soit pendant 2h seulement). Cette différence pourrait expliquer que la seconde coïncidence soit limitante dans le cas du JCD, mais pas dans le cas du JL. Cette idée implique que SaCO agirait, chez S. alba, de manière quantitative pour induire la floraison. Chez A. thaliana, la quantité de AtCO est déterminante dans le contrôle du moment de floraison ; ainsi, l’introduction d’un nombre variable de copies du gène AtCO chez l’écotype Ler conduit à une floraison précoce des plantes transgéniques par rapport au type sauvage en JL (Putterill et al., 1995).
Un autre facteur qui pourrait expliquer l’importance différente du pic de la 56ème h dans la réponse florale à un JL ou à un JCD est sa position relative par rapport aux autres événements de la transition (Figure III.19). 

Figure III.19. Séquence des événements au sein du SAM de plantes de S. alba induit à fleurir par un JL ou un JCD.

Nous avons observé qu’au cours du JL inducteur, le pic d’expression de SaCO dans les feuilles s’étend de la 12ème à la 24ème heure. Dans ce système d’induction, il a été montré grâce à des expériences de défoliation, que le stimulus floral est exporté à partir de la 16ème h du JL et que son export se termine 8 à 12 h plus tard (Kinet et al., 1971). La séquence précise d’activation de plusieurs gènes durant la transition florale et durant le développement des premiers méristèmes floraux a également été étudiée par la technique d’hybridation in situ. L’expression de SaMADS A - homologue de SOC1 – débute dès la 24ème h dans le SAM (Bonhomme et al., 2000) et celle de LFY  débute à la 32ème h (Bonhomme, 2002a). SaMADS C-2 – un homologue de AtAP1 - s’exprime entre la 60-80ème h après le début du JL (Bonhomme, 2002b), au moment où le SAM commence l’initiation des premiers méristèmes floraux (Bernier, 1989). Dans cette cinétique, le pic de SaCO à 56ème h est tardif et survient alors que les processus de l’évocation sont déjà bien engagés dans le SAM ! 

Au cours du JCD, le pic d’expression de SaCO dans les feuilles s’étend de la 16ème à la 24ème heure. Dans ce système d’induction, le stimulus est exporté à partir de la 26ème jusqu’à la 54ème h (Bernier et al., 1973 ; Bodson, 1975). Les gènes de l’évocation florale n’ont pas été analysés, mais les primordiums floraux sont visibles sur section entre la 70-90ème h (Bodson, 1975). Le pic de SaCO à la 56ème h survient donc alors que les processus d’induction et d’évocation sont toujours en cours.
Remarquons que le pic de transcrits SaCO à la 56ème h est le seul événement connu qui arrive dans les deux systèmes d’induction précisément au même moment circadien. Sa présence pourrait donc être dictée par un mécanisme distinct de celui qui organise le programme décrit ci-dessus. 
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