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RESULTATS ANNEXES 
Cette annexe rapporte dans le détail les manipulations qui ont conduit aux résultats présentés dans l’article qui forme la section précédente, à savoir : l’isolement de l’ADNc complet de SaFLC et l’estimation du nombre de copies du gène correspondant à SaFLC dans le génome de S. alba. Nous présentons également des résultats préliminaires concernant l’intron 1 de SaFLC, qui pourrait être impliqué dans le contrôle de la stabilité de la répression du gène par la vernalisation. 
Recherche d’homologues de FLC chez S. alba
La recherche d’homologues de FLC a été réalisée par le criblage d’une banque d’ADNc de S. alba avec une sonde FLC d’A. thaliana produite par RT-PCR.
1) La banque d’ADNc de S. alba

La banque d’ADNc que nous avons utilisée avait été produite antérieurement à partir de feuilles de plantes végétatives de S. alba (Melzer et al., 1990). Les ADNc étaient clonés dans un vecteur dérivé du bactériophage (, le (gt10, dans un site de clonage unique EcoRI. 
2) Production d’une sonde AtFLC  


La sonde que nous avons utilisée pour le criblage de la banque a été produite par RT-PCR à partir d’ARNs extraits de plantes du mutant fca d’A. thaliana. Nous avons opté pour ce matériel car l’expression du gène FLC est nettement plus élevée chez le mutant fca que chez le type sauvage (Sheldon et al., 1999). Les amorces que nous avons dessinées sur base de la séquence du gène AtFLC (Numéro d’accès GenBank : NM_121052) sont les suivantes : 
AtFLC-For : 5’-TCA TCA TGT GGG AGC AGA AG-3’

AtFLC-Rev: 5’- TCA AAA CGC TCG CCC TTC TC-3’

Chez A. thaliana, ces amorces amplifient un fragment de 196 pb de l’ADNc dont une partie dans la région 3’UTR. 
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Figure II.9 Alignement de SaFLC et de BnFLC1  (Numéro d’accès GenBank: AY036888). L’alignement a été généré par le programme ClustalW 1.8. Les séquences des amorces BnFLC2-For et SaFLC-Rev sont montrées en bleu. Les codons d’initiation  et de terminaison de la traduction sont soulignés.

3) Criblage de la  banque d’ADNc


Le criblage d’approximativement 150.000 phages recombinants de la banque d’ADNc de S. alba avec la sonde AtFLC de 196 pb a permis d’isoler 1 clone, qui a été amplifié par PCR à l’aide d’amorces spécifiques du phage (gt10, cloné dans le vecteur pGEM-T, puis séquencé. La séquence obtenue a une taille de 542 pb et comprend une queue polyA du côté 3’. Elle a été comparée aux séquences présentes dans les bases de données via le programme Blastn du logiciel BLAST (Basic Local Alignement Search Tool). La séquence nucléotidique présente 94% d’identité avec BnFLC1 de Brassica napus (Tableau II.4) ; nous l’avons dès lors nommée SaFLC.
Tableau II.4. Pourcentages d’identité entre SaFLC (partiel) et certaines séquences FLC des Brassicaceae. Résultats obtenus grâce au programme Blastn du logiciel BLAST.
	Espèce
	Locus
	Numéro d’accès GenBank
	% d’identité

	Brassica napus
	BnFLC1
	AY036888
	94% sur 507 pb

	Brassica rapa
	BrFLC2
	AY308848
	87% sur 409 pb

	Brassica napus
	BnFLC2
	AY036889
	87% sur 409 pb

	Brassica oleracea
	BoFLC
	AY273161
	86% sur 409 pb

	Brassica napus
	BnFLC4
	AY036891
	86% sur 409 pb

	Brassica  oleracea
	BoFLC3
	AY306123
	85% sur 418 pb

	Arabidopsis  thaliana
	AtFLC
	AY964094
	85% sur 427 pb


L’alignement de SaFLC avec la séquence complète de AtFLC (logiciel ClustalW) montre que le clone isolé est incomplet dans sa partie 5’. La stratégie utilisée pour allonger la séquence est développée ci-dessous. 

4) Amplification de la séquence codante complète de SaFLC par RT-PCR

La stratégie qui a été utilisée pour compléter la séquence SaFLC est la RT-PCR. Pour ce faire, nous avons utilisé en 5’ une amorce dessinée sur la séquence BnFLC1 (BnFLC1-For : 5’-AGGGCGCAAAGCACTGTTGGAGAC-3’) et en 3’ une amorce spécifique de SaFLC (SaFLC-Rev : 5’-TTACAAGGGGATAAATACACATCTTG-3’) (Figure II.9). Le programme que nous avons employé lors de la PCR fait intervenir un gradient de températures lors de l’étape d’hybridation des amorces. 
Les ADNc utilisés pour la PCR ont été produits à partir d’ARNs extraits de la partie aérienne de plantules de S. alba âgées de 2 semaines. En utilisant une température d’hybridation des amorces de 59,6°C, la PCR a amplifié un fragment d’une taille approximative de 700 pb (Figure II.10). 
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Figure II.10. Electrophorèse des produits de PCR obtenus à l’aide des amorces BnFLC1-For et SaFLC-Rev. M : marqueur de PM : SmartLadder.
Ce fragment a été cloné et séquencé. La séquence obtenue est formée de 702 pb ; comparée aux banques de données elle présente un pourcentage d’identité maximum avec BnFLC1 (94%).

La séquence en acides aminés SaFLC, prédite par le programme forpub, a été comparée avec celles présentes dans les bases de données via le programme Blastp du logiciel BLAST (recherche de similarité locale). Le fichier de sortie Blastp montre qu’elle possède un haut pourcentage d’identité avec les différentes protéines FLC isolées chez les Brassicaceae. Les résultats les plus significatifs sont repris dans le tableau II.5. 
Tableau II.5. Pourcentages d’identité de SaFLC avec différentes protéines de la famille des Brassicaceae. 
	Espèce
	Nom de la protéine
	Numéro d’accès GenBank
	% identité

	Arabidopsis thaliana
	AtFLC
	NP_196576
	85%

	Arabidopsis arenosa
	AaFLC1
	AAZ92552
	86%

	
	AaFLC2
	AAZ92550
	85%

	Arabidopsis suecica
	AsFLC
	AAZ92553
	85%

	Brassica napus
	BnFLC1
	AAK70215
	95%

	
	BnFLC2
	AAK70216
	86%

	
	BnFLC3
	AAK70217
	83%

	
	BnFLC4
	AAK70218
	84%

	
	BnFLC5
	AAK70219
	81%

	Brassica oleracea

(cv. Capitata)
	BoFLC3-2
	AAQ76274
	83%

	
	BoFLC4-1
	AAQ76275
	83%

	Brassica oleracea

(cv. Alboglabra)
	BoFLC1
	CAJ77613
	94%

	Raphanus sativus
	RsFLC
	AAP31676
	83%

	Brassica  rapa

(ssp. pekinensis)
	BrFLC1
	ABI29999
	95%

	
	BrFLC2
	ABI30000
	86%

	
	BrFLC3
	ABI30001
	83%

	Thellungiella halophila
	ThFLC
	AAY34137
	86%


Nous avons aligné SaFLC avec les séquences de 22 protéines FLC des Brassicaceae disponibles dans les banques de données (les séquences nucléiques correspondantes sont présentées dans les cellules grisées du Tableau II.2 de la partie Relevé de la Littérature). L’alignement a été réalisé sur une partie de la séquence ; nous avons retiré la partie N-terminale comprenant tous les acides aminés de la boîte MADS et quelques uns de la boîte I (Figure II.11a), car ces domaines ne sont pas connus dans toutes les protéines alignées. 
L’alignement des séquences a été généré (Figure II.11b) et soumis à une analyse phylogénique, présentée dans l’article.
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Figure II.11. (a) Domaines MADS, I et K de FLC. Le segment de protéine utilisé pour l’alignement est indiqué ((). (b) Alignements multiples de la protéine SaFLC avec 22 protéines FLC des Brassicaceae. L’alignement a été généré et mis en forme à l’aide des logiciels ClustalW 1.8 et BioEdit 7.0.5. 

Estimation du nombre de copies génomiques de FLC
La technique employée pour quantifier le nombre de copies de FLC dans le génome de S. alba se base sur la stratégie utilisée par Schranz et al. (2002) pour cloner les 4 homologues de FLC chez B. rapa (Figure II.12), comme introduit dans l’article.

1) PCR

Nous avons donc reproduit ce schéma sur de l’ADN génomique de S. alba: le même couple d’amorces, appelé FLCexon2 et FLCexon7, a été choisi mais leur séquence est spécifique à S. alba (Figure II.13) :
FLCexon2: 5’-GAT TCT TGA TCG ATA TGG AAA-3’

FLCexon7: 5’- TAA TTA AGT AGT GGG AGC GTT AC-3’
Le programme employé lors de la PCR augmente le temps d’élongation à chaque cycle ; au cours du premier cycle, l’élongation est réalisée à 72°C pendant 2 min et, à chaque cycle suivant, 1 sec d’élongation est ajoutée.    




Le produit de PCR a été séparé par électrophorèse. La Figure IV.14a montre le résultat de l’amplification : un fragment d’une taille de ( 1650 pb ainsi qu’une autre bande, moins visible, à ( 700 pb ont été obtenus.



[image: image1]
Figure II.12. Résumé de la structure génomique du gène FLC d’A. thaliana montrant la séquence des amorces des exons 2 et 7 utilisées pour l’amplification de 4 homologues chez B. rapa (extrait de Schranz et al., 2002. Les tailles des produits de l’amplification sont indiquées dans le tableau. 
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Figure II.13. Séquence complète de SaFLC présentée avec les différents couples d’amorces utilisés pour l’amplification de la séquence génomique comprise entre l’exon 2 et l’exon 7 (en rouge), de la séquence partielle ADNc utilisée comme sonde pour l’hybridation du Southern Blot (en bleu) et du fragment génomique correspondant à l’intron 1 (en vert). Les codons d’initiation et de terminaison de la traduction sont soulignés.

2) Amplification d’un segment d’ADNc SaFLC
Nous avons utilisé une sonde ADNc SaFLC partielle dépourvue de la région codant pour la boîte MADS ; pour ce faire, un fragment a été amplifié dans la partie 3’ terminale du clone ADNc SaFLC complet à l’aide des amorces (Figure II.13) : 
SeqFLC1b : 5’-TAAGTGTCGGTTCCCTCGTT-3’
SeqFLC2 : 5’-TTACAAGGGGATAAATACACATCTTG-3’
Le fragment a été cloné dans le pGEM-T et marqué au 32P.
3) Hybridation

Les produits de PCR ont été transférés sur une membrane de nylon et hybridés à la sonde radioactive. Les deux bandes amplifiées sont reconnues par la sonde (Figure II.14b). Ces deux bandes ont été extraites hors du gel, clonées et séquencées.

Le plus grand fragment amplifié a une longueur de 1693 pb. Le programme de recherche de similarité identifie certaines régions de ce fragment présentant un pourcentage d’identité compris entre 82% et 94% avec différentes parties des gènes FLC des Brassicaceae. Ce pourcentage est le plus élevé avec, en particulier, les séquences génomiques BrFLC1 (Numéro d’accession GenBank : AY115678) et BoFLC1 (Numéro d’accession GenBank : AY115674) et la séquence ADNc de BnFLC1 (Numéro d’accession GenBank : AY036888). La séquence génomique de SaFLC a été alignée avec celle de BrFLC1 ; la localisation des exons et des introns a été prédite par le programme Genscan (Figure II.15)

   BrFLC1 GATCCTTGATCGATATGGGAAACAACATGATGATGATCTTAAAGCCTTGATAATACATGC   60 

   SaFLC  GATTCTTGATCGATATGGAAAGCAACATGATGATGATCTTAAAGCCTTGGTAATTTATAC   60 

   BrFLC1 AA----CACTAATCTTCTATTTGATGTAGTTTCTTAGGATTAAATTTACCAAATTCCTTG  116 

   SaFLC  AAACGACGCTAATCTTTTATGTGATGCAGTTCGTTAGGATTAAATTTACTAAAGGCCTAC  120 

   BrFLC1 ATAGTTTC-TACTGATCAGTAGCAATTCATGTAGGTTTGAGGGTTTGATTTTT---TTGG  172 

   SaFLC  ATACTTTCATACTGATCAGTAGTATTTCACGTAGCTTTGA--GTTTGGTTTTTGATTTGG  178 

   BrFLC1 GGC----GGTGTTAGAATGCATTGGCATGCCCGCACTTAACGGTACACATATAATTACTA  228 

   SaFLC  GGGTGGGGGTGGTAGAAGGCATTGGCA----CGCACGTAACGGCACACATATAATTACTA  234 

   BrFLC1 TTTTGGAGCTGTAGTTATCAAAAGTTTGTTTTCAAGATCAGCAAATTGGTTATACAGAGA  288 

   SaFLC  TCTTGGAGCTGTAGTTAACAAA-GTTTGTTTTCAATATCATCAAATTGGTTATATAGAGA  293 

   BrFLC1 TTGAT------------------------TAGGAGTGGGTAAAACACATGTTTAGCACCT  324 

   SaFLC  TTGATAATCTGTTAGGACTAGTTGTTTGATATGAGTGGGTAAA-CACATGTTTA---CCT  349 

   BrFLC1 TAAATTTGTGGAGATCTTGTTTTAGGAATTGCGGTATTAAACTATTTATTATCTATTAGT  384 

   SaFLC  TAAAATTGTGGAGATCTAGTTTTAGCAATTGCGGTATTAATCCATTTATTATCTATTAGT  409 

   BrFLC1 TCCCTTAGTGATCCCTATATATGAGAAGATGGATCCTCATGCACAACCAGATTTTTAAGC  444 

   SaFLC  TCCCTTAATGATCCCTATATATGAGATGATAGATCCTCATACATAACCAAATTTCAAAGC  469 

   BrFLC1 TTATATTACTTATCCATGAACAGGACCGTCAGTCAAAAGCTTTGGACTGTGGTTCACACC  504 

   SaFLC  TGATATCACTTCTCCATGGACAGGATCGTCAGTCAAAACCTCTGAACTGTGGTTCACACC  529 

   BrFLC1 ATGAGCTACTGGAACTTGTGGAAAGGTTAGTACTAA-CTAAAACTCTTCT--CTCCTTTG  561 

   SaFLC  ATGAGCTACTGGAACTTGTGGAAAGGTTAGTACTAAACTAAGACTTTTCTGTCTCCTTTG  589 

   BrFLC1 ATCACAGAGGAATTAGGGTTTCTTGTCATGCTATGA---TATATGCAGCAAGCTTGAGGA  618 

   SaFLC  ATCACAAAGGAATTAGGGTTTCTTGTCAATCTATGAATATATGCGCAGCAAGCTTGAGGA  649 

   BrFLC1 ATCAAATGTCGATAATGTAAGTGTGGGTTCCCTGGTTCAGCTGGAGGAACACCTTGAGAA  678 

   SaFLC  ATCAAATGATAATAATGTAAGTGTCGGTTCCCTCGTTCAGCTGGAGGAAAACCTTGAGAG  709 

   BrFLC1 CGCCCTCTCCGTAACAAGAGCTAGGAAGGTACGTTACTTCCGTGATGTCTTCTCTTTTCT  738 

   SaFLC  CGCCCTCTCGGTAACAAGAGCTAGGAAGGTACGTTGCTTCCGTGATGTCTTCTCTTTTGT  769 

   BrFLC1 TACT---TTTTTGTTTCAAGAACAACCATGCGCTTATATTTAATTACTTTGTTGCAGACA  795 

   SaFLC  TACTAATTTTTTTTTTCAAGAACAACCGTGCCCTTATATTTAGTTACTTTGTTGCAGACA  829 

   BrFLC1 GAACTAATGTTGAAGCTTGTCGAGAACCTTAAAGAAAAGGTTAGATATATGC----TTCC  851 

   SaFLC  GAACTAATGTTGAAGCTGGTCGAGAACCTTAAAGAAAAGGTTAGATATATGCAGGCTTCC  889 

   BrFLC1 AAGTTT-ATAGCTAGCACTTTGGTTATATTATGGTCGTGTTGTGTTAGTTTATCTAAGTC  910 

   SaFLC  AAGTTTTATAGCTAGCACATTAGTTATATTATAGTCGTGTCGTGTTAGTTTATCTAAGTC  949 

   BrFLC1 TGCTTCATGAGGTCGCAAGCCTATCTCTAACCTATTGCCAATGTATCCTAGTCTTTTCAG  970 

   SaFLC  TGCTTCATGAGATCGCAAGCCTATCTCAAACCTATTGCCAATGTATCTTTATCTTTTCAG 1009 

   BrFLC1 GACCATTTGAATGTTTTGAATTAAAAGTCTGAAGTTAGGTCTATAAACTTTATATATGAG 1030 

   SaFLC  GACCATTAGAATGTTTTGAATTAAAAATCTGAAGTTAGGTCTATAAACTTTATATATGAG 1069 

   BrFLC1 TAAATTGATGTGTTGATCTTTAAAACAGGAGAAGTCGCTGGAGGAGGAGAACCATGTTTT 1090 

   SaFLC  TAAAATGATTTGTTGATCTTTAAAATAGGAGAAATTGCTGGAAGAGGAGAACCATGTTTT 1129 

   BrFLC1 GGCTAGCCAGATAACTAAAGTTTTTTTTGTT----ACGGTTTAAGTTTCGATCCGATTGG 1146 

   SaFLC  GGCTAGCCAGGTAACTAAAGTTTTGTTTGTTTGTTACGGTTTAAGTTTCGATCCGATTGG 1189 

   BrFLC1 CACAGCTCAAGTATATAGTTCTTACTTTTACTTGCTCAAGGGTAATTATATAACTTGAAA 1206 

   SaFLC  CACAGTTCAAGTGTATAGTGTTAA--TTTACTTGCTCAAGGGTAATTATATAACTTGAAA 1247 

   BrFLC1 AAGGGAAACTTGAAAAAGGGAAGATTACATATTATCTGGGGAGCCTAAACCAAAGTGAAG 1266 

   SaFLC  AAGGGAA---------------GATTTCATG--ATCTGGGGAACCTAAACCAAAGCGGAG 1290 

   BrFLC1 CTTGTAGGCTAGTAGAGAATATGCTATTTTGCAGGCTGAAACATGCTTGCAAACTCAAAG 1326 

   SaFLC  CTTGTAGGCTCGTTGAAAAAA--CTATTTTACAGGTTGATACATGCTTGCAAACTTAAA- 1347 

   BrFLC1 TTAAAAGCTCAAAAGTCAGAAACACAAAGCATGAAAGCAAGATTCATAATC--------- 1377 

   SaFLC  TTAAAAGCTCAAAAGTCAGAAACACAAATTATGGAAGCAAGATTCATAATGTTTTTTTTC 1407 

   BrFLC1 ---------------------------------GTTATCAGTTTAAATTTGTAGTAGCAA 1404 

   SaFLC  AAAAAAAAAAAAAAAAGAGAAAGATTCATAGTGGTTATCAGTTTTAATTTGTTGTAGGAA 1467 

   BrFLC1 AAGAATATTCCTCGGGTAATTAATAAATACAGAAATACAATGATAGAGAGAGAAGGGAAT 1464 

   SaFLC  AGGAATATTCCTTGTGTAATTAATTAATACAATGATA------TAGAGAGAGAAGGGATT 1521 

   BrFLC1 AGCCGGAAAAGAAAAAGAAGAGAGTTGAATTATTTCTAAATGGATAAAAAGTGGGTTTGA 1524 

   SaFLC  AGT-------------------GTTTTAATTATTTCTAAAGAGATGGAAACTGGGTTTGA 1562 

   BrFLC1 CCTAATATGTATTTATTT----TACAGATGGAGAAGAGTAATCTTGTGCGAGCCGAAGCT 1580 

   SaFLC  CCTAATATATATATATTTATGTTACAGATGGAGAAGAATAATCTTGTGAGAGCTGAAGCT 1622 

   BrFLC1 GATAATATGGATGTCTCACCAGGACAAATCTCCGACATCAATCTTCCGGTAACTCTCCCG 1640 

   SaFLC  GATAATATGGAGGTGTCACCTGGACAAATCTCCGACATCAATCTTCCGGTAACGCTCCCA 1682 

   BrFLC1 CTGCTTAATTA                                                  1651 

   SaFLC  CTACTTAATTA                                                  1693 

Figure II.15. Alignement des régions génomiques de BrFLC1 (Numéro d’accession GenBank : AY115678) et SaFLC comprises entre les exons 2 et 7. L’alignement a été généré à l’aide du programme ClustalW 1.8. La localisation des exons (en rouge) et introns (en noir) a été prédite par le programme GenScan. Les séquences des amorces FLCexon2 et FLCexon7 sont soulignées.

Le second fragment généré par PCR a une longueur de 727 pb. L’efficacité de cette amplification n’est pas très élevée, car la bande mise en évidence sur le gel d’agarose, présente une faible intensité. Ce produit de PCR a été cloné et séquencé ; le fragment est issu de l’accroche d’une seule amorce, FLCexon7, sur le brin sens et sur le brin antisens (Figure II.16). La comparaison de ce fragment avec les séquences présentes dans les bases de données montre un pourcentage d’identité élevé avec un fragment d’ADN du chromosome 3 d’A. thaliana (BAC clone : F4B12.9, Numéro d’accession Genbank : AP001299) codant pour une protéine inconnue (Kazusa Arabidopsis data Opening Site, Kaneko et al., 2000). La détection de ce fragment sur le southern blot semble être le résultat d’une hybridation non spécifique entre la sonde et les extrémités de ce produit de PCR.
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Figure II.16. Séquence de l’amplicon de 727 pb (Figure II.14) montrant la séquence de l’amorce FLCexon7 en positions 5’ et 3’.
Amplification de la séquence génomique correspondant à l’intron 1 de SaFLC
L’analyse de la séquence génomique comprise entre l’exon 2 et l’exon 7 de SaFLC semble prédire que la structure du gène FLC est conservée chez S. alba. Nous avons voulu étendre l’analyse de la structure génomique de SaFLC à la région correspondant à l’intron 1. Cette région, comme introduit dans le relevé bibliographique, est probablement impliquée dans la stabilité de la répression de FLC par la vernalisation et présente une taille variable suivant les écotypes d’A. thaliana (Michaels et al., 2003a ; Lempe et al., 2005).
Un couple d’amorces a été dessiné sur la séquence ADNc de SaFLC (Figure II.13); FLCintron1-For (5’-CAAGCGAATTGAGAACAAA-3’) se situe dans l’exon 1 et FLCintron1-Rev (5’-CAAGGCTTTAAGATCATCATC) se situe dans l’exon 2. Une PCR a été réalisée sur de l’ADN génomique de S. alba mais également de deux écotypes d’A. thaliana : Ler et Col. Cette PCR a été réalisée en présence d’un mélange de deux polymérases (Taq et Pfu) avec une étape d’élongation à 72°C de 10 min à chaque cycle. La séparation des produits de PCR par électrophorèse (Figure II.17) montre que l’amplification a généré deux fragments chez les deux espèces.

Figure II. 17. Electrophorèse des produits de PCR obtenus après amplification à l’aide des amorces FLCintron1-For et FLCintron1-Rev. A : A. thaliana ; S : S. alba. M : Marqueur de PM : BenchTop 1kb.
Dans le cas de Col et de Ler, la bande supérieure amplifiée présente une taille attendue : 3494 pb et 4694 pb, respectivement. La bande supérieure amplifiée à partir de l’ADN génomique de S. alba (± 2.5 kb) a donc été clonée et séquencée.
La séquence obtenue est formée de 2559 pb et comprend une région de 2339 pb correspondant à l’intron 1. Cette séquence a été comparée aux séquences présentes dans les bases de données via le programme Blastn ; elle présente 97% d’identité avec la séquence BoFLC1 de B. oleracea var. alboglabra (Numéro d’accession GenBank : AM231517) et 86% d’identité avec la séquence BrFLC1 (BAC clone KbrH080A08 ; Numéro d’accession GenBank : AC155344 ; Yang et al., 2006). La séquence de l’intron 1 de S. alba a été alignée avec celle de l’intron I de BoFLC1 (2342 pb) ; les deux  séquences présentent 78% d’identité. La séquence SaFLC contient notamment 6 zones répartie sur 1850 pb qui s’alignent parfaitement avec l’intron 1 de BoFLCI (résultat non montré). Nous avons ensuite procédé à l’alignement de la séquence de l’intron 1 de SaFLC avec celle de l’intron 1 d’AtFLC (3494 pb). 

Figure II.18. Comparaison des séquences de l’intron 1 de AtFLC et de SaFLC.

Les régions conservées sont numérotées de 1 à 10. Le domaine VRE indique la région impliquée dans le maintien de la répression de FLC chez A. thaliana (Sung et al., 2006).
La représentation schématique issue de cette analyse de cet alignement (Figure II.18) montre qu’il y a dans l’intron 1 de SaFLC, 10 régions conservées présentes dans l’intron 1 d’A. thaliana ; les régions 1 à 6 se répartissent respectivement sur la première moitié de l’intron 1 de AtFLC tandis que les régions 7 à 10 sont situées sur l’extrémité 3’. Inversement, plusieurs zones de l’intron 1 d’A. thaliana ne sont pas conservées chez S. alba. Ces zones recouvrent une grande partie centrale de l’intron 1 qui avait été identifiée initialement par Sheldon et al. (2002) comme impliquée dans le maintien de la répression de FLC. Sung et al. (2006) ont ensuite montré que la région située entre les positions +1328 et + 1616 de cette partie centrale contient le Vernalization Response Element (VRE) nécessaire à ce maintien. Nous pouvons remarquer que deux parties de cette région sont absentes de l’intron 1 de SaFLC. L’absence de ces deux fragments pourrait limiter l’activité de protéines impliquée dans le maintien de l’état réprimé de FLC. Chez A. thaliana, la protéine LHP1 se fixe à l’intron 1 de FLC au niveau de cette région de 289 pb et stabilise sa répression (Mylne et al., 2006 ; Sung et al., 2006). 



Figure II.14. Electrophorèse des produits de PCR obtenus après amplification à l’aide des amorces FLCexon2 et FLCexon7 (a) et autoradiographie (b) après hybridation avec la sonde SaFLC. M1 : marqueur de PM : 1 kb DNA Ladder. M2 : marqueur de PM : SmartLadder
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