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PARTIE EXPERIMENTALE

Comme nous venons de le détailler dans le Relevé de Littérature, CO est un activateur de floraison qui intègre les données temporelles et environnementales nécessaires à la mesure de la photopériode chez A. thaliana : CO est exprimé dans les cellules compagnes du phloème et est régulé par l’horloge biologique ; sa cinétique d’expression présente un maximum pendant la nuit subjective. En présence de suffisamment de lumière, la protéine CO est stabilisée et active ses cibles, dont FT qui code pour un signal systémique transporté des feuilles au SAM (revu dans Corbesier and Coupland, 2006). Ce modèle moléculaire est cohérent avec celui de la ‘coïncidence externe’ formulé à partir d’observations physiologiques montrant que la réponse à la photopériode dépend du moment d’occurrence de la lumière, et non de la durée absolue de celle-ci. 
S. alba est une espèce dont la floraison peut être induite par un seul traitement photopériodique : soit un JL, soit un JC ‘décalé’ (JCD) (Bernier, 1963 ; Kinet, 1972). Ce système d’induction alternatif est la manifestation physiologique du modèle de la coïncidence externe, puisqu’au cours d’une période d’obscurité prolongée, des phases de sensibilité (‘phases photophiles’) et d’insensibilité (‘phases scotophiles’) à la lumière alternent, de sorte qu’un JCD n’est inducteur que s’il survient au ‘bon’ moment (Kinet, 1972). 

Dans le système d’induction par un JL, une cinétique détaillée des événements précoces de la transition florale a été établie : la photopériode critique est de 10-12h, le stimulus floral est transporté hors des feuilles entre la 16ème et la 24ème h, le gène SaMADS A – homologue de SOC1, identifié chez A. thaliana comme cible de CO – est activé dès la 24ème h dans le SAM (Bernier, 1989 ; Bonhomme et al., 2000). Un des buts du laboratoire est de mettre cette cinétique en parallèle avec celle de l’activité de CO et de FT pendant le JL, d’une part. D’autre part, la comparaison des cinétiques obtenues pendant le JL et pendant le JCD inducteurs de floraison nous permettra d’intégrer précisément les données physiologiques et moléculaires du modèle de la coïncidence externe. Nous présentons ici les résultas obtenus pour CO ; l’analyse de FT est le thème de recherche d’un autre doctorant. 

Nous avons utilisé la RT-PCR pour cloner chez S. alba une séquence ADNc homologue de CO, que nous avons séquencée et analysée in silico. Nous l’avons ensuite utilisée pour dresser sa cinétique d’expression pendant l’induction photopériodique de la floraison par un unique JL ou un unique JCD.
Matériel et Méthodes
Méthode de culture et induction florale de S. alba
Les graines de S. alba sont semées sur un mélange de terre à betteraves, de tourbe Floratorf et de tourbe TKS2 (2/3, 2/9, 1/9). Après 10 jours, les plantules sont repiquées sur perlite:vermiculite (1 :1), dans des pots de 8 cm de diamètre. Elles sont arrosées tous les deux jours à l’eau de canalisation et une fois par semaine à la solution de Hoagland pendant le 1er mois de culture, puis 2 fois par semaine pendant le 2ème mois. La température est de 20°C (constant jour/nuit), l’irradiance est de 150 µmol m-2 s-1 (tubes fluorescents Sylvania V.H.O.) et l’humidité relative est de 80%. 

Les plantes sont cultivées en JCs de 8h (08h30 – 16h30) pendant 9 semaines, puis induites à fleurir par un unique JL de 22h (08h30 – 06h30) ou un unique JCD (18h30 – 02h30). Le JCD étant retardé de 10h par rapport à un JC standard, il est donc précédé d’une nuit anormalement longue. Le lendemain du JL ou du JCD, les plantes retournent en JC standard. 

Le temps a été comptabilisé (en h) à partir du début de la période lumineuse du JC expérimental dont l’extension forme le JL, ou dont le décalage donne le JCD. Le JC suivant a été appelé ‘JC1’, et celui donné le surlendemain est le ‘JC2’. L’efficacité des traitements inducteurs a été vérifiée par dissection de témoins morphologiques (séries de 15 plantes) 2 semaines après l’expérience. 

Production des ADNc
L’extraction d’ARNs totaux (voir protocole en annexe) a été réalisée à partir de 2 feuilles de 15 plantes de S. alba. Les feuilles sont numérotées dans le sens basipète ; celle qui porte le numéro 1 est la plus jeune feuille de plus d’un cm (Figure III.7). Nous avons prélevé les feuilles 4 et 5 pour les analyses par RT-PCR semi-quantitative.

Les ADNc ont été produits à partir de 5µg d’ARN totaux dans un volume final de 100µl. La PCR a été réalisée à partir de 5µl d’ADNc.
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Figure III. 7. Plante de S. alba âgée de 9 semaines (A ; diamètre du pot = 8 cm) ; les feuilles 4 et 5 sont désignées par une flèche rouge sur l’agrandissement de la partie apicale (B). Barre =  1 cm.
Mises au point technique précédant la RT-PCR semi-quantitative

La PCR a été réalisée à l’aide du couple d’amorces dessiné dans la région centrale de la séquence qui est la partie la moins conservée entre les protéines de la famille CO (Figure III.8) et qui amplifie un fragment de 200 pb: 

SaCORT-For : 5’-GGTAAAGAGGATGCCAAAGAGACG-3’

SaCORT-Rev : 5’-CAGTCTTGCTTGTTTTGGTGTTGA-3’

L’amplification d’un seul fragment par ce couple d’amorces a été vérifiée sur un gel d’agarose 2%. Nous avons ensuite estimé le nombre de cycles utile à la RT-PCR semi-quantitative en réalisant une amplification de l’ADNc de SaCO et d’un gène codant pour la TUBULINE  (SaTUB) sur un des lots de cDNA au cours d’une PCR présentant un nombre de cycles croissant (15, 20, 25 et 30 cycles), et ce pour chacune des expériences. Nous avons décidé d’utiliser un programme de PCR comprenant 20 cycles.

Les produits de PCR ont été transférés sur membrane, puis hybridés avec une sonde SaCO ou SaTUB marquée à la digoxigénine. 
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Figure III. 8. Alignement des séquences SaCO et BniCOa. Les différents couples d’amorces utilisés pour l’amplification complète de SaCO ou pour la RT-PCR semi quantitative sont présentés en couleur.

Résultats
Recherche d’homologues de CO par RT-PCR
1)  Amplification d’une séquence homologue partielle 
Le clonage d’une séquence homologue à CO chez S. alba a été réalisé par RT-PCR à partir d’une population d’ADNc issus d’ARN totaux extraits de feuilles. Un couple d’amorces a été dessiné sur la séquence ADNc de CO d’A. thaliana (1124 pb ; numéro d’accès GenBank : X94937), bordant un fragment de 782pb :

CO1b-For : 5’-GTTCACTCTGCCAATCGCGTTGCTTCC-3’

CO2b-Rev : 5’-TCTCTGTCCATTGGACTGAG-3’

Le programme que nous avons employé lors de la PCR fait intervenir un gradient de températures lors de l’étape d’hybridation des amorces. La PCR a amplifié un fragment d’une taille légèrement inférieure à 800 pb. Ce fragment a été cloné dans le vecteur pGEM-T, puis séquencé. La séquence obtenue a une taille de 767 pb. Elle a été comparée aux séquences présentes dans les bases de données via le programme Blastn du logiciel BLAST. La séquence nucléique présente un pourcentage d’identité élevé avec les séquences CO de la famille des Brassicaceae (Tableau III.3) ; nous l’avons dès lors nommée SaCO. 
Tableau III.3. Pourcentages d’identité entre SaCO (partiel) et certaines séquences CO des Brassicaceae. Résultats obtenus grâce au programme BLAST.
	Espèce
	Locus
	N° d’accès
 GenBank
	% d’identité
	Longueur relative de la séquence couverte par l’alignement

	Brassica nigra
	BniCOa
	AF269126
	95% 
	95%

	Brassica oleracea 
	1co-GD
	AM295784
	97% 
	89%

	Brassica oleracea 
	1co-O3
	AM295782
	97% 
	89%

	Brassica napus
	BnCOa1
	AY280868
	97%
	89%

	Brassica napus
	Bn9CON10
	AF016011
	97% 
	89%

	Brassica napus
	Bn1CON19
	AF016010
	97% 
	89%

	Arabidopsis thaliana
	AtCO
	X94937
	91% 
	68%

	Arabidopsis thaliana
	COL1
	NM_121590
	86%
	21%

	Arabidopsis  thaliana
	COL2
	NM_111105
	82%
	27%


La séquence est incomplète dans ses parties 5’ et 3’. La stratégie employée pour allonger la séquence est développée ci-dessous.

2)  Amplification des parties 5’ et 3’ manquantes de la  séquence codante de SaCO
La stratégie utilisée pour compléter la séquence SaCO a consisté à utiliser des amorces spécifiques du gène BniCOa de B. nigra (numéro d’accès GenBank : AF269126). Ce choix a été motivé par le fait que la séquence partielle de SaCO amplifiée par RT-PCR possède un pourcentage d’identité maximal avec BniCOa, codant pour une protéine orthologue à CO (Kruskopf-Ősterberg et al., 2002). 
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Deux amorces ont été dessinées sur la séquence BniCOa : BniCOa-For, en amont du codon ATG, et BniCOa-Rev, située sur la région comprenant le codon stop. Chacune des deux amorces a été utilisée en combinaison avec une amorce spécifique à SaCO (SaCO5’ et SaCO3’ ; Figure III.8). La PCR a été réalisée à partir d’une population d’ADNc issus d’ARN totaux extraits de feuilles et a fait intervenir un gradient de températures à l’étape d’hybridation des amorces. Parmi les deux combinaisons d’amorces, seule celle destinée à amplifier la partie 3’ a produit un fragment dont la taille correspond approximativement à celle attendue chez B. nigra (312 pb ; Figure III.9). 
Figure III.9. Electrophorèse des produits de RT-PCR obtenus après amplification à l’aide des amorces SaCO3’ et BniCOa-Rev. M : marqueurs de PM SmartLadder.

Le fragment amplifié a été cloné dans le vecteur pGEM-T puis séquencé. La séquence obtenue compte 311 pb.  Elle a également été comparée aux séquences disponibles dans les bases de données via le programme Blastn du logiciel BLAST. Elle présente un pourcentage d’identité élevé avec les séquences mentionnées dans le tableau III.3 ; le pourcentage maximal est rencontré avec BniCOa (94%).
La seconde stratégie envisagée pour compléter la partie 5’ codante de SaCO a été basée sur l’utilisation d’une amorce dégénérée. Pour ce faire, nous avons aligné trois séquences CO de B. nigra (AF269126) et de B. napus (AF016010 et AF016011). Deux amorces en amont du codon ATG ont été dessinées (COdégé1 et COdégé2 ; Figure III.8). Chacune des deux amorces dégénérées a été utilisée avec l’amorce SaCO5’. 
Une première PCR a été réalisée à partir d’une population d’ADNc issus d’ARN totaux extraits de feuilles. Le protocole de PCR employé a fait intervenir une température d’hybridation élevée lors des premiers cycles (phase d’amplification spécifique) ; cette température a été ensuite progressivement abaissée afin d’assurer une meilleure efficacité (PCR dite ‘par essais’ ou ‘touchdown’ PCR). Les produits issus de cette amplification ont été visualisés sur un gel d’agarose mais aucun ne possédait une taille suffisamment proche de celle attendue ; ils n’ont donc pas fait l’objet d’une analyse approfondie.
Une seconde PCR employant le même protocole a été ensuite réalisée à partir d’ADN génomique de S. alba. L’utilisation du couple d’amorces COdégé1 et SaCO5’ a ainsi permis d’amplifier un fragment d’une taille approximative de 500 pb (Figure III.10).
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Figure III.10. Electrophorèse des produits de PCR obtenus après amplification à l’aide des amorces COdégé1 et SaCO5’ à partir d’ADN génomique de S. alba. M : marqueur de PM SmartLadder.

Le fragment amplifié a été cloné dans le vecteur pGEM-T puis séquencé. La séquence obtenue est formée de 508 pb.  Elle a été comparée aux séquences disponibles dans les bases de données via le programme Blastn du logiciel BLAST. Elle présente un pourcentage d’identité élevé avec les séquences mentionnées dans le tableau III.3 ; le pourcentage maximum est rencontré avec BniCOa (94%).
3) Amplification de la  séquence codante complète de SaCO
La connaissance de la séquence d’un fragment génomique correspondant à SaCO et comprenant la partie 5’ codante, nous a permis de redessiner une amorce dans cette région spécifique à S. alba (COatg-For ; Figure III.11). Une PCR ‘par essais’ a été réalisée à partir d’une population d’ADNc issus d’ARN totaux extraits de feuilles avec le couple d’amorces COatg-For et BniCOa-Rev. Un fragment de 1144 pb a été isolé, cloné puis séquencé ; comparé aux banques de données, il présente à nouveau un pourcentage d’identité maximum avec BniCOa (94%).
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AGTAATAGAGAGAACCACAGAGGGGCCACGAGCCTGTGACACAATGCCATTAACCATCTGCACCGTGTACTGCCAATGCT
GACTCTGCCTACTTATGCACCAGCTGTGATGCTCAAGTTCACTCTGCCAATCGCGTTGCTTCCCGCCATAAACGTGTCCG
TGTCTGCGAGTCATGTGAGCGTGCCCCGCTGCTTTTATGTGTGAGGCAGATGATGTGTCTCTATGCACAGCCTGTGATTC
AGAGGTTCACTCCGCAAACCCTCTTGCTAGACGCCATCAGCGAGTTCCAGTTGTGCCTATAACTGGAAACTCTTGCAGCT
CCTTGGCCACTCACCACACAACAGTGACCGAGCCAGAGAAGAGAGCTGTGTTAGTTCAAGATGATCAGGAAGGTAAAGAG
GATGCCAAAGAGACGGCTTCATGGATGTTCCC – 3’
                                    SaCO5’

Figure III.11.  Séquence génomique SaCO amplifiée à l’aide d’une amorce dégénérée (Codégé1) en 5’et d’une amorce spécifique de SaCO en 3’ (SaCO5’).
Suite à l’observation d’un polymorphisme de séquence dans le gène COL1 entre différents écotypes de B. nigra (Kruskopf-Österberg et al., 2002), Shavorskaya and Lagercrantz (2006) ont amplifié un fragment de la séquence COL1 chez différentes Brassicaceae, dont S. alba. Ce fragment présente une délétion de 18 pb (appelée, Ind2) chez les espèces B. juncea, B. oleracea, B. rapa et S. alba mais pas chez A. thaliana. Nous avons comparé SaCO avec le fragment SaCOL1; la séquence SaCO que nous avons isolée ne présente pas la délétion Ind2 (Figure III.12). Cela nous fournit une assurance supplémentaire d’avoir bien cloné un homologue de CO et non un COL. 
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                ******** *************** ************ *

*********************

 

 

BniCOa          GAGACAACAGTTTCACACCAAAAGACGCCCAAA

------

ATACACCAACTACCTGAACCT 954

 

SaCO            GACACAACAGT

T

TCACACCAAAAGACTCCCAAAGG

GGCTATACATAAACAACCTGAACCT 735

  

SaCO3’

 

                ** *********************** ******      *****  *

** **********

 

                                  

 

BniCOa          CTAGTTCAGATTCTCAGTCCAATGGACAGAGAAGCTAGAGTCCTGAGATATAGAGAGAAG 1014

 

SaCO            CTAATTCAGATTCTCAGTCCAATGGACAGAGA

----------------------------

 767

 

                *** ****************************                            

 

 

BniCOa  

        AAGAAGAGGAGAAAGTTTGAGAAGACAATAAGGTATGCTTCAAGGAAGGCATATGCAGAG 1074

 

 

BniCOa          AGAAGACCGAGGATCAACGGGCGGTTTGCAAAGATGAGTGAAACCGAAGTAGAGGACCAA 1134

 

 

BniCOa          GAGTACAACACAATGTTAATGTACTATGACACAGGATATGGCATTGTTCCTTCATTCTAC 1194

 

                

                                                            

 

 

BniCOa          G

GCCAAAATAAAGAATAC

TAG

AT

TGCTAAGCTGTAAATACCCGTTTATTTTAAGATTATG 1254

  

BniCOa

-

Rev

 

                                

 


                         722                                           768

ggctctcttcagggagtcaatacaactacaatgattccatcaaccat   BniCOa
ggctc-ct-caggaagtcaatacaactacaatggttccatcaaccat   SaCO
GTCTC-CT-CAGAAGCT------------------TCCCCAAGTCAT   SaCOL1
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Figure III. 12. Alignement de SaCO avec le fragment de SaCOL1, amplifié par Shavorskaya and Lagercrantz (2006).
La séquence en acide aminés SaCO (378 aa), prédite par le programme forpub, a été comparée avec celles présentes dans les bases de données via le programme Blastp. Le fichier de sortie Blastp montre qu’elle possède un haut pourcentage d’identité avec les différentes protéines CO dont BniCOa avec qui elle possède une identité maximum (AAG27546 ; 90%) et AtCO (CAA64407 ; 70%). 
Les différentes protéines apparentées à CO sont subdivisées en trois groupes suivant le niveau de conservation du second motif en doigt de Zn. Les protéines qui possèdent dans la partie N-terminale deux motifs en doigt de Zn identiques sont classées dans le Groupe I (Robson et al., 2001 ; Griffiths et al., 2003). Le Groupe II est dépourvu du second doigt de Zn tandis que le groupe III présente un second doigt de Zn dont la séquence à divergé au cours de l’évolution. Puisque les protéines les plus proches de SaCO font partie du Groupe I, nous avons réalisé un alignement de SaCO avec toutes les protéines définies dans ce Groupe I. Nous avons également ajouté à ce groupe la protéine BniCOa. Le résultat de l’alignement montre que les deux séquences SaCO et BniCOa possèdent deux doigts de Zn dont la séquence consensus est identique ; ces protéines appartiennent donc au Groupe I. Cependant, elles possèdent également 4 régions dans la partie centrale de la séquence protéique caractéristiques des protéines du sous-groupe Ia qui rassemble des protéines apparentées à CO, telles que : AtCOL1, AtCOL2 et AtCOL3 d’A. thaliana, BniCOa et BniCOL1 de B. nigra, PnCO de Pharbitis nil, LpCO de Lolium perenne, LtCO de Lolium temulentum, Hd1 d’Oriza sativa ainsi que HvCO1 et HvCO2 d’Hordeum vulgare (Figure III.13). La séquence consensus des 4 motifs identifiés par Griffiths et al., (2003) est : E-X2-S-W-L-L, L-A/V-D/G-Y, G-X-D/E-X-I/V-V-P et S-X-E-X3-V-P.
                                                           X2    X8       X7
                                                         C  C        C
SaCO            --------MLKPES-------------YNISNRENNRGARACDTCQLTICTVYCHADSAY 39

BniCOa          --------MLKQESN------------YNISNRENNRGARACDTCRSTICTVYCHADSAY 40

BnCOa1          --------MFKQES-------------NNIGSEENNTGPRACDTCGSTICTVYCHADSAY 39

AtCO            --------MLKQES-------------NDIGSGENNR-ARPCDTCRSNACTVYCHADSAY 38

AtCOL1          --------MLKVES----------------------NWAQACDTCRSAACTVYCRADSAY 30

AtCOL2          --------MLKEES------------------NESGTWARACDTCRSAACTVYCEADSAY 34

PnCO            --------MLKEESCEVLDLDVTIGSSSGSRSGNKQNWARVCDICRSAACSVYCRADLAY 52

LpCO            MKSNSSSTIYEEAVGQ---------------EGS---WSRLCDGCCMVPSVVYCHADSAY 42

LtCO            MNSNSSSTIYEEAVGQ---------------EGS---WSRLCDGCCMVPSVVYCHADSAY 42

HvCO1           MNCVSNGTVYEEAVGR---------------EGR---WARLCDGCCTVPSVVYCRADSAY 42

Hd1             MNYNFGGNVFDQEVGVG-------GEGGGGGEGSGCPWARPCDGCRAAPSVVYCRADAAY 53

HvCO2           MNCNFNSDLLEKEAGR-----------------TSFPWARPCDGCHAAPSAVYCCADAAY 43

                        : .                           .: ** *    . *** ** **
                  X2  X4      X8          X2    X8       X7    X2   X4      X8
                 C  C    H        H     C  C        C       C  C    H
SaCO            LCTSCDAQVHSANRVASRHKRVRVCESCERAPAAFMCEADDVSLCTACDSEVHSANPLAR 99

BniCOa          LCNSCDAEVHSANRVASRHKRVPVCESCERAPAAFMCEADDVSLCTACDSEVHSANPLAR 100

BnCOa1          LCNSCDAQVHSANRVASRHKRVRVCESCERAPAAFMCEADDVSLCTACDLEVHSANPLAR 99

AtCO            LCMSCDAQVHSANRVASRHKRVRVCESCERAPAAFLCEADDASLCTACDSEVHSANPLAR 98

AtCOL1          LCSSCDAQVHAANRLASRHERVRVCQSCERAPAAFFCKADAASLCTTCDSEIHSANPLAR 90

AtCOL2          LCTTCDARVHAANRVASRHERVRVCQSCESAPAAFLCKADAASLCTACDAEIHSANPLAR 94

PnCO            LCGGCDARVHGANTVAGRHERVLVCEACESAPATVICKADAASLCAACDSDIHSANPLAR 112

LpCO            LCASCDVRIHSANRVASRHERVCLSEAHEHAPALLQCRTDAVASCAAYEAQAHYANLLAG 102

LtCO            LCASCDVRIHSANRVASRHERVCLSKAHEHAPALLQCRTDAVASCAAYEAQAHYANLLAG 102

HvCO1           LCASCDAQIHAANRVASRHERVLLSEAYKHAPVMLDCHADAAALCAAYEAQVHYANLLTV 102

Hd1             LCASCDARVHAANRVASRHERVRVCEACERAPAALACRADAAALCVACDVQVYSANPLAR 113

HvCO2           LCSSCDTQVHSANRVASRHERVRVCETCESTPAVLACHADAAALCTACDAQVHSANPIAQ 103

                **  **..:*.** :*.**:** :.:: : :*. . *.:* .: *.: : : : ** :: 

                 H

SaCO            RHQRVPVVPITGNSCS--SLAT-HHTTV--------TEPEKRAVLVQDD-QEGKEDAKET 147

BniCOa          RHQRVPVVPITGNSCS--SLATTHHTAV--------TEPEKRAVLVQDD-EEGKEDAKET 149

BnCOa1          RHQRVPVVPITGNSCS--SLATANHTTV--------TEPEKRVVLVQ-------EDAKET 142

AtCO            RHQRVPILPISGNSFS--SMTTTHHQSEKT-----MTDPEKRLVVDQEEGEEGDKDAKEV 151

AtCOL1          RHQRVPILPISEYSYS--STAT-NHSCETT-----VTDPENRLVLGQEE---EDEDEAEA 139

AtCOL2          RHQRVPILPLSANSCS--SMAPSETDAD------------------------NDEDDREV 128

PnCO            RHHRVPILPISGTLYGPPTSNPCRESSMMVGLTGDAAEEDNGFLTQDAEETTMDEDEDEA 172

LpCO            MHQCVPVVSHPATAIP--TASLLAEAAVT------------TTILSCK---------EEE 139

LtCO            MHQCVPVVSHPATAIP--AASLLAEAAVT------------TTILSCK---------EEE 139

HvCO1           MHQRMPVVSHPAVAIP--PVSLFAEAEAT------------APVLGRK---------EED 139

Hd1             RHQRVPVAPLPAITIP--ATSVLAEAVVAT-----------ATVLGDKD--------EEV 152

HvCO2           RHQRVPVLPLPAVAIP--AASGFAEAEAS------------VTAHGDKE------GGEEV 143

                 *: :*: . .       .                                       * 

SaCO            ASWMFPYSDK----------SNHNHNNNNNNQ----------------NNELLFS----D 177

BniCOa          ASWMFPYSDKG--------SPNHNNNNNNNNQ----------------NNELLFS----D 181

BnCOa1          ASWLFP---------------KNSDNHNNNNQ----------------NNELLFS----D 167

AtCO            ASWLFP-----------------NSDKNNNNQ----------------NNGLLFS----D 174

AtCOL1          ASWLLP-----------------NSGKNSGN-----------------NNGFSIG----D 161

AtCOL2          ASWLLP-----------------NPGKNIGNQ----------------NNGFLFG----V 151

PnCO            ASWLLLNPNPNPNPNPVKSNNSTNMCKGGNNN----------------NNEMSCAVEAVD 216

LpCO            ASWLLLS---------------KNSANHNCSG----------DNR---SSSTYFG--EVD 169

LtCO            AFWLLLS---------------KNSANQNCSG----------DNR---SSSTYFG--EVD 169

HvCO1           TSWLLLS---------------KDSDNHNRSG----------NNSSTSSSSQYFG--EVD 172

Hd1             DSWLLLS---------------KDSDNNNNNNNNNDNDNNDNNNSNSSNNGMYFG--EVD 195

HvCO2           DSWLLR----------------RNSDDNNCAN-------------------------KID 162

                  *::                  .  .                                 

SaCO            GYLDLADYNSSMDYKFTGQY--NQH-QNKQD----------CTVPQT--------NYGGD 216

BniCOa          DYLDLADYNSSMDYKFTGQY--NQP-QHKQD----------CTVPQT--------NYGGD 220

BnCOa1          DYLDLADYNSSMDYKFTGQY--NQPTQHKQD----------CTVPEK--------NYGGD 207

AtCO            EYLNLVDYNSSMDYKFTGEY--SQH---QQN----------CSVPQT--------SYGGD 211

AtCOL1          EFLNLVDY-SSSDKQFTDQS--NQY---QLD----------CNVPQR--------SYGED 197

AtCOL2          EYLDLVDYSSSMDNQFED----NQY-----------------THYQR--------SFGGD 182

PnCO            AYLDLAEFSSCHNNLFEDKY--SIN--QQQN----------YSVPQRNM------SYRGD 256

LpCO            EYFDLVGYNSYYDSRMNNN--RAQYVMQEQQ----HLQPMQKEYAEK---------EGSE 214

LtCO            EYFDLVGYNSYYDSRMNNN--QAQYGMQEQQ----HLQPMQKEYAEK---------EGSE 214

HvCO1           QYFDLVGYNSYYDSHMSN---QEQYVMQEQQ----HLQQMQKEYAEQQMQKEYVENEGSE 225

Hd1             EYFDLVGYNSYYDNRIENNQ-DRQYGMHEQQEQQQQQQEMQKEFAEK---------EGSE 245

HvCO2           RYFNLVGYNMYYDNITCDPRPQEQYRMQEQQ-------HVQNRYREK---------EGCE 206

                 :::*. :    :    .                           :             :

SaCO            RVVPLQLEETKGNLRHKEH----NITYG-SSGSQYNYN--GSINHNAYNPSVETDYVPEP 269

BniCOa          RVVPLQLEETRGNVRHKKE----KITYG-SSGSQYNYN--DSINHNAYNPSMETDFVPEP 273

BnCOa1          RVVPLQLEETRGNLHHKQH----NITYG-SSGSHYNNN--GSINHNAYNPSMETDFVPEQ 260

AtCO            RVVPLKLEESRGHQCHNQQNFQFNIKYG-SSGTHYNDN--GSINHNAYISSMETGVVPES 268

AtCOL1          GVVPLQIEVSKG-MYQEQQNFQLSINCG-SWGALRSSN--GSLSHMVNVSSMDLGVVPES 253

AtCOL2          GVVPLQVEESTSHLQQSQQNFQLGINYGFSSGAHYNNNSLKDLNHSASVSSMDISVVPES 242

PnCO            SIVPNHGKNQFHYTQGLQQ----HNHHAIFNCKEWNMR--ILTRDMVSISSMDVGVVPES 310

LpCO            CVVPSQFATASKPQQSGYA-LVGAEQAASMTAGVSVYT--DSVNNSISFSSMEGGIVPDN 271

LtCO            CVVPSQFATVSKPQQSGYA-LVGSEQAASMTAGVSVYT--DSVNNSISFSSMEGGIVPDN 271

HvCO1           CIVPSQSTIVRRPHQSGYAPLVGAEQAASATAGASAYT--DSVNNSISF-SMEAGIVPDN 282

Hd1             CVVPSQITMLSEQQHSGYG-VVGADQAASMTAGVSAYT--DSISNSISFSSMEAGIVPDS 302

HvCO2           CVVPPQVVMASEQQGSNYG-TIGAGQAASVTAMASTYT--ASISNDISFSSMEVGIVPDN 263

                 :** :                     .                .    . :: . **: 

SaCO            TARDTTVSHQKTPKGAIHKQPEP-----LIQILSPMDREARVLRYREKKKRRKFEKTIRY 324

BniCOa          TARETTVSHQKTPK--IHQLPEP-----LVQILSPMDREARVLRYREKKKRRKFEKTIRY 326

BnCOa1          TAPDKTVSHPKTHKGKIEKLPEP-----LIQILSPMDREARVLRYREKKKRRKFEKTIRY 315

AtCO            TACVTTASHPRTPKGTVEQQPDPASQMITVTQLSPMDREARVLRYREKRKTRKFEKTIRY 328

AtCOL1          TTSDATVSNPRSPKAVTDQPPYP-----PAQMLSPRDREARVLRYREKKKMRKFEKTIRY 308

AtCOL2          TASDITVQHPRTTKETIDQLSGPP--TQVVQQLTPMEREARVLRYREKKKTRKFDKTIRY 300

PnCO            TLSDTSISHSRASKGTIDLFSGPPIQMPPQLQLSQMDREARVLRYREKKKTRKFEKTIRY 370

LpCO            TVVDLPYSIIPTPAGASSLHSGPPLQ--MPLHFSSMDREAKVLRYKEKKKTRTFEKTTRY 329

LtCO            TVVDLPYSIIPTPAGASSLHSGPPLQ--MPLHFSSMDREAKVLRYKEKKKTRTFEKTTRY 329

HvCO1           TVQ----SSILRPAGAIGLFSSPSLQ--TPLHFSSKEREARVLRYKEKKKSRKFEKTTRY 336

Hd1             TVIDMPNSRILTPAGAINLFSGPSLQ--MSLHFSSMDREARVLRYREKKKARKFEKTIRY 360

HvCO2           TRPNISNRNILTSSEAIELS-GHSLQ--MPVHFSSMDREARVLRYKEKKQARKFQKTIRY 320

                *                               ::  :***:****:**:: *.*:** **
SaCO            ASRKAYAERRPRINGRFAKMSETEAEDQDFNTMLMYYD-TGYGIVPSFYGQNKEY 378

BniCOa          ASRKAYAERRPRINGRFAKMSETEVEDQEYNTMLMYYD-TGYGIVPSFYGQNKEY 380

BnCOa1          ASRKAYAERRPRINGRFAKISETEVEDQEYNTMLMYYD-TGYGIVPSFYGQK--- 366

AtCO            ASRKAYAEIRPRVNGRFAKR-EIEAEEQGFNTMLMYN--TGYGIVPSF------- 373

AtCOL1          ASRKAYAEKRPRIKGRFAKKKDVDEEANQAFSTMITFD-TGYGIVPSF------- 355

AtCOL2          ASRKAYAEIRPRIKGRFAKRIETEAEAEEIFSTSLMSE-TGYGIVPSF------- 347

PnCO            ASRKAYAETRPRIKGRFAKRTDVDTEVDQIFYAPLMAE-SGYGIVPSF------- 417

LpCO            ATRKAYAEARPRIKGRFAKISEAEMEVDQMFSAAALSD-SSYSTVPWFQ------ 377

LtCO            ATKKAYAEARPRIKGRFAKISEAEMEVDQLFSAAALSD-SSYSTVPWF------- 376

HvCO1           ATRKAYAEARPRIKGRFAKRSDAEMEVDQTFSTAALSD-SSYSTVPWF------- 383

Hd1             ETRKAYAEARPRIKGRFAKRSDVQIEVDQMFSTAALSD-GSYGTVPWF------- 407

HvCO2           ATRKAYAEARPRIKGRFAKRSDIEHEENHMLSPPALPDTSSYNTVPWF------- 368

                 ::***** ***::*****  : : * :            .*. ** *    

Figure III. 13. Alignement des protéines CO et COL du Groupe Ia. Les motifs des deux doigts de zinc sont en rouge et en bleu. Les 4 domaines conservés de la partie centrale sont en jaune et le domaine CCT est souligné. 
AtCO: CAA64407,  AtCOL1: CAA71587,  AtCOL2: AAB67880, BnCOa1: AAC27694, BniCOa: AAG27546, Hd1: BAB17630, HvCO1: AAM74062, HvCO2: AAM74064, LpCO: AAT42130, LtCO: AAT36322 et PnCO: AAG24863.
L’arbre phylogénétique généré à partir de l’alignement présenté ci-dessus (Figure III.14) regroupe SaCO avec les protéines AtCO, BnCOa et BniCOa.

Figure III.14. Arbre phylogénétique montrant la position de SaCO au sein des protéines CO appartenant au Groupe Ia (Griffiths et al., 2003).
Etude de l’expression de SaCO par RT-PCR semi-quantitative

Afin d’étudier l’expression de SaCO au cours de l’induction florale, nous avons utilisé le système d’induction synchronisé de la floraison de S. alba par un seul traitement photopériodique. L’expression de SaCO a été étudiée par RT-PCR semi-quantitative sur de l’ADNc produit à partir d’ARN totaux extraits de feuilles ; les prélèvements ont été réalisés toutes les 4h selon le schéma expérimental présenté dans la Figure III.15.

Deux expériences indépendantes ont été réalisées ; pour chacune d’elle, l’efficacité des deux traitements inducteurs a été vérifiée par dissection d’un lot de 15 plantes témoins 2 semaines plus tard. Les pourcentages de floraison enregistrés sont repris dans la Figure III.15.
Figure III.15. Schéma expérimental mis en œuvre lors des prélèvements réalisés en vue de l’étude de l’expression de SaCO. Les prélèvements effectués aux moments des allumages ou extinctions ont été réalisés dans les conditions qui se terminaient.
Nous présentons le timing d’expression de SaCO obtenu lors de l’expérience 2 (Figure III.16) ; ces résultats confirment ceux obtenus lors de la première expérience. 
Nous pouvons voir qu’en JCs, le niveau d’expression de SaCO présente une oscillation : son niveau d’expression présente un pic la 12ème h à la 20ème h, soit durant la période d’obscurité.
L’analyse du patron d’expression de SaCO durant le JL inducteur, et pendant les 48 h qui suivent, montre que :

(1) durant l’extension de la période lumineuse du JL inducteur, un pic d’expression se produit également à partir de la 12ème h comme observé en JCs, cependant, il persiste jusqu’à la 24ème h ;
(2) un deuxième pic survient de la 36ème à la 44ème h, soit 24 h après le début du premier pic et,

(3) un troisième pic est détecté de la 56ème h à la 64ème h, soit 20 h après le second pic enregistré. Il faut noter que nous n’avons pas prélevé d’échantillons à la 60ème heure ; il est nous est donc impossible de discerner si l’augmentation du niveau relatif des transcrits est continue entre la 56ème et la 64ème h. 
Durant le JCD et les 48 heures qui suivent, le patron d’expression de SaCO montre que :

(1) le pic d’expression attendu à partir de la 12ème h  n’est pas observé, mais il est retardé ;  il s’étale ici de la 16ème h à la 24ème h ;
(2) un deuxième pic survient de la 36ème à la 44ème h, soit 24 h après le début du premier pic ;
3) un troisième pic se produit 20 h après le second (de la 56ème h à la 64ème h) comme décrit en JL. 
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Figure III.16.  Dosage par RT-PCR semi-quantitative des transcrits SaCO. Les plantes ont été maintenues en JC ou induites à fleurir par un JL ou un JCD. Les puits sont montrés à cheval sur le moment de prélèvement correspondant.
Comme nous l’avons vu dans le relevé de littérature qui précède, la promotion de la floraison par CO nécessite la coïncidence entre un taux élevé de production de la protéine et la lumière. Les niveaux élevés de transcrits détectés à la lumière uniquement pendant le JL et le JCD sont parfaitement en accord avec la fonction présumée de SaCO dans l’induction photopériodique de la floraison. Par contre, l’apparition d’un pic d’activité le surlendemain du traitement inducteur, à la fin de la période lumineuse du JC2, était inattendue. Nous nous sommes dès lors demandé quelle était la contribution du second pic d’expression de SaCO dans le processus d’induction florale. 
Pour répondre à cette question, nous avons réduit la période lumineuse du JC2 de 8h à 4h ou nous avons supprimé le JC2 et ce afin d’empêcher la coïncidence entre le pic d’expression de SaCO à la 56ème h et la lumière (Figure III.17). Deux expériences indépendantes ont été réalisées et l’influence des modifications du régime obscurité/lumière sur l’induction de la floraison a été analysée par l’enregistrement du pourcentage de plantes florales (Figure III.17) dans des séries de 15 témoins morphologiques.
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Figure III.17. Timing des prélèvements réalisés en vue de l’étude de l’expression de SaCO à la 56ème h.

Les pourcentages de floraison obtenus indiquent d’une manière générale que la réduction de la période lumineuse du JC2 affecte peu ou pas l’induction de la floraison en réponse à un JL alors qu’elle réduit le nombre de plantes induites par un JCD.
L’expression de SaCO à la 56ème h a ensuite été mesurée par RT-PCR semi-quantitative. La RT-PCR a été réalisée sur de l’ADNc produit à partir d’ARN totaux extraits de feuilles. 
Nous présentons les résultats obtenus lors de la première expérience (Figure III.18) ; ils ont été confirmés par la deuxième expérience. 


Figure III.18. Dosage par RT-PCR semi-quantitative des transcrits SaCO à la 56ème h. Les plantes ont été maintenues en JC ou induites à fleurir par un JL ou un JCD. Les deux traitements ont été suivis soit d’un JC2 standard (8h), soit d’un JC2 réduit (4h) ou supprimé (0h).
Nous pouvons voir que lorsque le JC2 a une durée ‘standard’ de 8h, la quantité de transcrits de SaCO observée 56 h après le début du JL ou du JCD est élevée, comparativement à des plantes restées en JCs. Ce résultat confirme la présence d’un pic d’expression de SaCO à la 56ème h (comme à la Figure III.16). 
Lorsque la période lumineuse du JC2 est réduite, le niveau d’expression de SaCO à la 56ème h diminue, quel que soit le traitement inducteur reçu précédemment.
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