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RELEVE DE LA LITTERATURE 

Les bases physiologiques de la réponse florale à la photopériode
Historique

Le rôle de la longueur des jours dans le contrôle de l’induction florale a été découvert dès le début du 20ème siècle, notamment par un botaniste français, J. Tournois (1912), qui étudia l’effet de la lumière sur la floraison du houblon et du chanvre. Plus tard, aux Etats-Unis, Garner and Allard (1920) publièrent les résultats de leurs recherches concernant la floraison d’une nouvelle variété de tabac (variété Maryland Mammoth). Ils observèrent que cette variété de tabac était incapable de fleurir en été en milieu naturel sous la latitude de Washington : la floraison était uniquement observée lorsque les jours étaient artificiellement raccourcis. Garner et Allard en conclurent que la durée des jours est un facteur déterminant pour la floraison et confirmèrent cette observation sur plusieurs autres espèces (revu dans Salisbury, 1963). Ces premières découvertes ont conduit à la classification des espèces végétales selon leur réponse florale à la photopériode. 
Caractéristiques générales

Les plantes de JLs sont celles dont la floraison est stimulée par les durées de jour supérieures à une valeur critique, telles que la jusquiame noire (Hyoscyamus niger), l’épinard (Spinacia oleracea) ou le blé (Triticum aestivum). Inversement, les plantes de JCs fleurissent lorsque la durée des jours est inférieure à la photopériode critique; c’est le cas du chrysanthème (Chrysanthemum morifolium) ou du soja (Glycine max). Les espèces ‘indifférentes’ sont celles qui fleurissent indépendamment de la photopériode. Parmi ces espèces, citons la pomme de terre (Solanum tuberosum) ou le concombre (Cucumis sativus). 
Les recherches physiologiques les plus détaillées ont été menées sur des espèces photopériodiques strictes, c’est-à-dire requérant obligatoirement une photopériode déterminée pour pouvoir fleurir (Bernier et al., 1981a). Il faut signaler cependant que certaines espèces qui, dans la nature, présentent une réponse quantitative à la photopériode peuvent être rendues plus strictes dans des conditions environnementales contrôlées ; c’est le cas de S. alba et d’A. thaliana, que nous décrivons plus loin.
1) La sensibilité à la photopériode
La sensibilité à la photopériode augmente avec l’âge des plantes comme en témoigne le fait que le nombre de cycles inducteurs nécessaires à la floraison diminue au cours de la croissance d’une plante (revu dans Bernier et al., 1981a). Chez certaines espèces, il est possible d’atteindre un stade de sensibilité tel que la floraison peut être induite par un seul cycle. De tels systèmes expérimentaux sont particulièrement avantageux puisqu’ ils permettent d’obtenir une floraison synchronisée, et ainsi de définir une fenêtre temporelle assez étroite sur laquelle centrer les investigations. Parmi les plantes à besoin photopériodique strict, nous pouvons citer Lolium temulentum (lignée Ceres) qui répond à un seul JL à partir de l’âge de 5 semaines (Evans, 1958) et Pharbitis nil (lignée Violet), une plante de JC, qui présente la particularité d’être sensible à un seul JC dès l’âge de 3-4 jours, alors que seuls les cotylédons sont étalés (Takimoto, 1969). 

Chez S. alba, le nombre de JLs requis pour l’induction florale est de 6 ou 7 à l’âge de 15 jours et de 2 à l’âge de 30 jours (Bernier et al., 1981a). Un système expérimental a été mis au point pour permettre l’induction synchronisée de la floraison par un seul JL lorsque les plantes sont âgées d’environ 2 mois (Bernier, 1963). Ce système nécessite que la croissance végétative soit contrôlée en cultivant les plantes en JC de 8h, sous un éclairement modéré, avec un apport en éléments minéraux dosé de manière adéquate. Dans ces conditions, la photopériode critique est de 10-12 h et 100% des plantes sont induites par un JL de 18 à 20h (Bernier, 1989).
Chez A. thaliana, il a été rapporté que l’écotype hâtif Ler  fleurit après 5 JLs de 16h à l’âge de 7 jours, 3 JLs à l’âge de 17 jours et 1 JL à l’âge de 20 jours (Mozley and Thomas, 1995). Chez l’écotype Col, un système expérimental a été mis au point dans notre laboratoire pour synchroniser la réponse florale (Corbesier et al., 1996). La croissance végétative est maintenue avant le traitement inducteur en cultivant les plantes sur terreau, avec un simple arrosage à l’eau, et sous une intensité lumineuse faible (Corbesier et al., 1996). Dans ces conditions, 100% de plantes fleurissent après 7 JLs de 24h à l’âge de 30 jours, 4 JLs à l’âge de 45 jours et 2 JLs à l’âge de 60 jours. Des plantes âgées de 8 semaines sont induites par un seul JL à condition que les semences aient été vernalisées pendant deux semaines minimum. La photopériode critique est alors de 10-12 h. L’induction synchronisée de la floraison peut également être obtenue pour des plantes d’A. thaliana (Col) cultivées en hydroponique, sur une solution nutritive définie (Tocquin et al., 2003). La réponse à un JL est alors obtenue sans vernalisation préalable pour des plantes âgées de 7 semaines, et la photopériode critique est également de 12 h. 

2) La perception de la photopériode
La photopériode inductrice de floraison est perçue principalement par les feuilles étalées (Bernier, 1988). Elle est également perçue par les jeunes feuilles du bourgeon apical ou par la tige, mais son effet inducteur est alors nettement moindre.
La perception de la photopériode nécessite la réception de la lumière par des photorécepteurs ainsi qu’un mécanisme de mesure du temps. Des expériences de ‘night break’ ont apporté des informations précieuses sur ces deux composantes du processus (revu dans Thomas and Vince-Prue, 1997) :
Chez les plantes de JCs, une courte période de lumière (‘break’), de l’ordre de quelques minutes, donnée au milieu d’une nuit longue associée à un JC annule l’effet de ce dernier et inhibe la floraison. Par contre, des interruptions lumineuses plus longues, de l’ordre de l’heure, permettent la floraison de plantes de JLs. Le spectre d’action de ce ‘night break’ a permis d’identifier le phytochrome comme photorécepteur essentiel, l’effet d’un break de lumière rouge étant réversé par le rouge foncé et inversement. Chez les Brassicaceae, ce sont les lumières rouge foncé et bleue qui sont les plus efficaces pour l’induction de la floraison. L’effet de la lumière bleue est lié à l’action du cryptochrome. 
L’effet du night break ne dépend pas seulement de la qualité de la lumière, mais également du moment où il est donné. Si une longue période d’obscurité est interrompue à différents moments par un éclairement plus ou moins prolongé, des phases de sensibilité et d’insensibilité à la lumière alternent avec une périodicité proche de 24h. Ainsi chez S. alba, un JC donné à un moment adéquat dans une période d’obscurité de 40h ou de 64h suffit à induire la floraison, sans allongement de la photopériode (Kinet, 1972). Ce système d’induction alternatif, appelé ‘JC décalé’ (JCD) permet d’induire la floraison sans extension de la période lumineuse et permet donc, comparativement au JL, de discriminer les effets photosynthétiques et photopériodiques du JL. Un JCD permet également d’induire la floraison chez Spinacia oleracea (El Toukhi Fouda and Greppin, 1989), L. temulentum (Périlleux et al., 1994), et A. thaliana (Corbesier et al., 1996).  La rythmicité de la sensibilité au JCD implique la participation de l’horloge circadienne dans le processus d’induction florale. Bünning fut le premier, en 1936, à tirer de ces observations l’hypothèse du contrôle de la floraison par la coïncidence entre un facteur externe – la lumière – et une sensibilité endogène à la lumière, fluctuant avec une périodicité circadienne. Il définit en outre les termes de ‘phase photophile’ – durant laquelle la lumière reçue par la plante a un effet promoteur sur la floraison – et de ‘phase scotophile’, durant laquelle la lumière reçue par la plante est soit sans effet sur la floraison, soit dotée d’un effet inhibiteur. Ce modèle a été confirmé au niveau moléculaire, comme nous le verrons plus loin. 
3) La nature des signaux qui contrôlent la floraison des espèces photopériodiques

La photopériode étant perçue par les feuilles et la transition florale se déroulant dans le SAM, il a été très tôt admis que le processus d’induction florale par la photopériode nécessite une signalisation systémique des feuilles au SAM (Chailakhyan, 1936). La nature du ‘stimulus floral’ est restée longtemps controversée. Trois grandes théories ont été émises par les physiologistes : 
· De multiples essais de greffe entre une plante induite à fleurir (donneur) et une plante non induite (receveur) ont montré que les signaux peuvent passer – via le phloème - du donneur au receveur, lesquels peuvent avoir des exigences photopériodiques différentes, voire appartenir à des espèces différentes. Ces observations ont conduit Chailakhyan (1937) à proposer que ce stimulus serait une hormone spécifique et universelle, nommée le ‘florigène’. Par ailleurs, il est apparu que les feuilles des plantes photopériodiques exposées à une durée des jours défavorable produisent un facteur inhibiteur. Cet inhibiteur floral fut assimilé à une autre hormone universelle : l’‘antiflorigène’ (Lang, 1980). 

· En 1977, Sachs et Hackett proposèrent la théorie du ‘détournement trophique’. Selon cette théorie, l’induction florale serait liée à une modification des relations entre les sources d’assimilats et les organes-puits au sein de la plante. Cette modification aurait pour conséquence d’améliorer l’approvisionnement en assimilats au niveau du SAM au détriment d’autres parties de la plante. L’argument principal sur lequel repose ce postulat est basé sur le fait que l’ablation des sites puits (racines ou jeunes feuilles) en compétition avec le SAM stimule la floraison. D’autre part, les conditions favorisant la production d’assimilats photosynthétiques ont en général un effet accélérateur de floraison et la teneur en saccharose du SAM augmente suite à l’induction de la floraison, même lorsque celle-ci est obtenue par un raccourcissement de la photopériode. 
· Une autre théorie connue sous le nom de ‘contrôle multifactoriel’ a été proposée par Bernier et al. (1981b et 1988). Celle-ci postule que la transition florale n’est possible que si les concentrations de plusieurs facteurs promoteurs et inhibiteurs, de nature nutritive et hormonale, sont adéquates au niveau du SAM. Lorsque les plantes sont exposées à des conditions de l’environnement défavorables à la floraison, la balance entre ces différentes substances n’est pas adéquate : un ou plusieurs facteurs sont soit déficients, soit en excès. L’induction florale consiste alors à corriger cette balance. La nature et le nombre de facteurs à rectifier sont fonction des caractéristiques génétiques des plantes, de leur âge ainsi que des conditions d’environnement dans lesquelles elles croissent. 

3.1) Les signaux de floraison identifiés chez S. alba

L’export du stimulus floral hors des feuilles peut être suivi en défoliant séquentiellement les plantes au cours du processus : si la défoliation est effectuée avant que le stimulus floral ait quitté les feuilles, la floraison est inhibée, alors que le même traitement réalisé après l’export du stimulus floral est sans effet. Cette démarche permet d’obtenir une courbe de translocation du stimulus floral. Chez S. alba induit à fleurir par un seul JL de 22h, celle-ci s’étale de la 16ème h à la 24ème h après le début du JL (Kinet et al., 1971). Cette cinétique a permis à l’équipe du Prof . G. Bernier de cerner la période durant laquelle il était opportun d’analyser les changements de la composition de la sève phloémienne afin d’identifier les composants du stimulus floral. 

Le changement le plus précoce détecté dans la sève phloémienne exportée par les feuilles induites est une augmentation de la teneur en saccharose (Lejeune et al., 1991), détectée dès la 9ème h après le début du JL. La teneur en cytokinines (CKs) de la famille de l’isopentényladéninde augmente environ 6 h plus tard (Lejeune et al., 1994). La sève phloémienne des plantes induites par un JL est également fortement enrichie en substances azotées : glutamine (Corbesier et al., 2001) et putrescine (Havelange et al., 1996). Par contre, aucun changement – tant quantitatif que qualitatif – du transport de gibbérellines dans la sève phloémienne n’a été détecté (Corbesier et al., 2004).
La relation entre ces changements et la transition florale a été testée en analysant dans quelle mesure les composants individuels de la sève qui montrent une augmentation importante suite à l’induction florale sont capables d’induire au niveau du SAM certains des événements caractéristiques de son passage de l’état végétatif à l’état reproducteur ; nous y reviendrons plus loin.  

3.2) Les signaux de floraison identifiés chez A. thaliana
Chez A. thaliana induit à fleurir par un unique JL, une augmentation des teneurs en saccharose, en CKs, et en acides aminés est également observée dans le phloème (Corbesier et al., 1998, 2001, 2003). Chez cette espèce cependant, les GAs sont impliquées dans l’induction florale puisqu’il a été observé que l’application de GA3 en JCs peut provoquer la floraison (Langridge, 1957) et il a été récemment montré que la teneur en GA4 et en saccharose augmente fortement dans les apex juste avant la transition florale (Eriksson et al., 2006).  
4) Les événements précoces au sein du SAM induit à fleurir

Suite à l’arrivée du stimulus floral, le SAM termine l’initiation d’une ou deux dernière(s) feuille(s) puis subit une série de changements l’engageant dans la morphogenèse florale. La première modification détectée chez S. alba 10h après le début du JL est une augmentation de la teneur en saccharose (Bodson and Outlaw, 1985), suivie d’une augmentation de l’activité de l’invertase acide (12e h ; Pryke and Bernier, 1978) et du métabolisme énergétique (accroissement du nombre de mitochondries et de la teneur en ATP ; revu dans Bernier, 1989) (Tableau III.1). 

L’expression de SaMADS A (homologue de SOC1) débute dès la 24ème h (Bonhomme et al., 2000) ; celle de SaLFY suit, à la 32ème h (Bonhomme, 2002a). Une augmentation de la fréquence des plasmodesmes prend place entre la 28ème h et la 48ème h après le début du JL inducteur (Ormenese et al., 2000).
L’activité mitotique des cellules méristématiques est également différente pendant la transition florale. Deux pics de mitoses sont observés successivement : le premier survient 24-28h après le début du JL ; le second est observé à la 60e h (Bernier et al., 1970), c’est-à-dire en même temps que l’initiation des premiers primordiums floraux, marquée par le début de l’expression de SaMADS C-2 (homologue d’AP1) (Bonhomme, 2002b).
Certains des événements précoces qui surviennent dans le méristème peuvent être induits par l’application exogène de saccharose ou d’une CK, ce qui renforce l’idée que ces composants font partie du stimulus floral chez S. alba (Tableau III.1). 

Tableau III.1. Séquence d’événements se produisant dans le SAM de plantes de S. alba induites à fleurir par un JL de 22h.
	Activation de
	Début de l’activation
(h après le début du JL)
	Signal capable de se substituer au JL
	Références

	Invertase acide
	12
	Sac
	Bernier et al., 2003

	Métabolisme énergétique (respiration)
	18 - 22
	Sac
	Bernier et al., 2003

	Gène SaMADSA
	24
	CK
	Bonhomme et al., 2000

	Gène SaLFY
	32
	Non étudié
	

	1er pic de mitoses
	24-28
	Sac+CK
	Jacqmard et al., 1998

	Fréquence des plasmodesmes
	28
	CK
	Ormenese et al., 2006

	- 2ème pic de mitoses
- Gène SaMADS C-2
- Initiation des premiers méristèmes floraux
	± 60
	Sac+CK

/

/


	Jacqmard et al., 1998




Les bases moléculaires de la réponse florale à la photopériode
Les feuilles qui perçoivent la photopériode inductrice sont le siège de nombreux changements d’expression génique. L’analyse du transcriptome par séparation en 2D-PAGE des produits de traduction des ARN polyA a permis à Cremer et al. (1991) d’estimer que 10 % des transcrits présents dans les feuilles de S. alba présentent une modification de leur abondance pendant le JL inducteur de floraison. Des résultats similaires ont été obtenus chez L. temulentum (Périlleux et al., 1996) et chez A. thaliana induit à fleurir par plusieurs JLs (Lechner and Rau, 1993). De manière très significative, ces études ont abouti à la conclusion que seules des modifications quantitatives transitoires surviennent pendant la photopériode inductrice. Plus tard, l’analyse du transcriptome de plantes d’A. thaliana par la technique des micropuces d’ADN a permis d’identifier certains gènes induits ou réprimés par le transfert des plantes de JC en JL (Schmid et al., 2003). Cette même technique a été utilisée pour étudier les gènes induits au niveau de feuilles de plantes soumises à un JL : sur les ~24000 gènes analysés, 2000 sont activés ou réprimés après exposition à ce seul JL (Wigge et al., 2005).
La caractérisation de mutants d’A. thaliana insensibles à la photopériode a permis d’identifier un grand nombre de gènes de la voie de promotion de la floraison par les JLs ; leur mutation retarde la floraison uniquement en JLs, de sorte qu’elle se produit plus ou moins au même moment qu’en JCs (Koornneef et al., 1991). 
Les gènes classés dans cette voie codent pour des protéines régulatrices impliquées spécifiquement dans la régulation de la floraison, tandis que d’autres codent pour des photorécepteurs ou des composants de la voie de transduction de la lumière ; d’autres encore sont impliqués dans le fonctionnement de l’horloge biologique (Figure III.1). 
Les photorécepteurs impliqués dans la floraison d’A. thaliana
Chez A. thaliana , les lumières rouge, rouge foncé et bleue, stimulent la floraison dans des expériences de ‘night break’, mais le rouge est le moins efficace (Goto et al., 1991). 
Les études génétiques concernant la photomorphogenèse ont montré qu’il existe chez A. thaliana 5 phytochromes (phyA à phyE), sensibles à la lumière rouge et rouge foncé ainsi que 2 cryptochromes (cry1 et cry2), sensibles à la lumière bleue (revu dans Spalding and Folta, 2005). L’étude du comportement floral des mutants déficients en l’un et/ou l’autre de ces photorécepteurs a permis d’établir leur contribution dans la réponse photopériodique (revu dans Lin, 2000).
Le phytochrome phyA est responsable de la promotion de la floraison par le rouge foncé (Reed et al., 1994). Par contre, phyB, qui joue un rôle prépondérant dans la réponse des plantes à la lumière rouge clair inhibe la floraison : un mutant phyB présente en effet une floraison hâtive en JLs et en JCs (Goto et al., 1991). 
L’effet positif de la lumière bleue sur la floraison est principalement dû à cry2. Le mutant cry2 (antérieurement appelé fha) a d’ailleurs été sélectionné lors d’un criblage de mutants à floraison retardée (Guo et al., 1998). Cependant, la floraison tardive de cry2 n’est pas observée en lumière bleue, ce qui indique que cry2 et cry1 agissent de façon redondante dans la promotion de la floraison. La floraison tardive du simple mutant cry2 n’est observée qu’à la lumière blanche, ou sous un mélange de lumière bleue et rouge, suggérant que l’action de cry2 est liée à celle de phyB (Mockler et al., 1999).
L’importance de cry2 dans la floraison a également été montrée par l’analyse de QTL associés à la variation naturelle du moment de floraison. Ainsi l’écotype Cvi est précoce en JCs par comparaison aux écotypes Ler et Col. Une seule substitution nucléotidique est responsable de l’allèle CRY2-Cvi et conduit à l’augmentation de la stabilité de la protéine CRY2 (El-Assal et al., 2001). Signalons ici que l’analyse de la variation naturelle du moment de floraison a également abouti à l’identification de PHYC, dont le rôle est encore peu connu  (Balasubramanian et al., 2006b). 
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Figure III.1. Schéma de la voie génétique de promotion de la floraison par la photopériode chez A. thaliana.

L’horloge biologique

Les rythmes circadiens (du latin circa, signifiant approximativement, et dies, signifiant jour) sont générés par une horloge endogène avec une période approximative de 24h. Cette horloge est entrainée quotidiennement par les variations de températures et les cycles de lumière/obscurité liés à la rotation de la terre. En conditions constantes, les rythmes persistent mais avec une périodicité endogène (dite ‘de libre parcours’) qui s’écarte de 24h.

L’horloge biologique contrôle de nombreuses activités rythmiques, telles que le mouvement des feuilles, les teneurs intracellulaires en ions, l’ouverture et la fermeture des stomates, l’activité photosynthétique, ainsi que l’expression de nombreux gènes (revu dans McClung et al., 2002 ; Webb, 2003). L’analyse par micropuces du transcriptome d’A. thaliana a permis d’estimer que l’activité de 2 à 16% des gènes fluctue de manière circadienne (Harmer et al., 2000 ; Schaffer et al., 2001 ; Edwards et al., 2006).
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Le fait que l’horloge biologique soit remise en phase par des facteurs de l’environnement, d’une part, et contrôle de nombreux processus en aval, d’autre part, a mené à sa modélisation en trois composants linéaires (Figure III.2): (a) une voie d’entrée qui transmet les informations temporelles liées aux variations quotidiennes de l’environnement, (b) des oscillateurs centraux qui génèrent la périodicité, et (c) la voie de sortie qui transmet la rythmicité à toute une série de processus moléculaires, cellulaires et organismiques. Cependant cette vision simpliste doit être corrigée par le fait que beaucoup de composants des voies d’entrée sont eux-mêmes contrôlés par l’horloge et que certaines activités rythmiques transmises peuvent exercer à leur tour un rétrocontrôle sur les oscillateurs centraux (revu dans Gardner et al., 2006). 
Figure III.2. Modèle de l’horloge biologique d’après Gardner et al., 2006
La lumière est le facteur environnemental majeur dans l’entrainement de l’horloge. Chez A. thaliana, il a été montré que trois familles de photorécepteurs  sont impliquées (revu dans Spalding and Folta, 2005): les phytochromes, les cryptochromes et les protéines à domaine LOV (LIGHT OXYGEN OR VOLTAGE) : ZEITLUPE (ZTL), LOV / KELCH PROTEIN2 (LKP2) et FLAVIN-BINDING KELCH REPEAT F-BOX1 (FKF1). Ces protéines présentent trois domaines caractéristiques : un domaine LOV qui pourrait leur conférer un rôle dans la signalisation de la lumière bleue, un domaine F-Box, qui les implique potentiellement dans la protéolyse, et un domaine de séquences kelch répétées. 
La voie d’entrée de la lumière vers l’oscillateur central est périodiquement limitée (revu dans Somers, 2005). Ce mécanisme, appelé ‘gating’ circadien, empêche l’horloge d’être remise en phase par des signaux inappropriés. Cette fonction est exercée par les gènes EARLY FLOWERING 3 (ELF3) et TIME FOR COFFEE (TIC) qui interviennent avec d’autres gènes, dont PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 3 et 4 (PIF3 et PIF4) dans la voie de transduction entre les photorécepteurs et les oscillateurs (revu dans Spalding and Folta, 2005 ; McClung, 2006).

Suite aux travaux réalisés sur Neurospora et D. melanogaster, un modèle moléculaire de l’oscillateur circadien s’est imposé, formé d’une boucle de rétrocontrôle négatif comprenant la transcription, la traduction, les modifications post-traductionnelles et le transport intracellulaire d’une ou plusieurs protéines horlogiques (revu dans Dunlap et al., 2004). Selon ce modèle, les gènes codant pour des composants de l’oscillateur circadien doivent présenter plusieurs propriétés fondamentales : 1) une activité transcriptionnelle montrant un rythme circadien ; 2) une rétroinhibition ; 3) une sensibilité aux facteurs environnementaux synchroniseurs ; 4) une fonction régulatrice de la rythmicité des processus situés en aval.

Les gènes formant l’oscillateur central de l’horloge biologique ont donc été recherchés chez A. thaliana par le criblage de mutants montrant une anomalie au niveau de processus rythmiques tels que la réponse florale à la photopériode, le mouvement des feuilles, ou l’expression de gènes à activité rythmique, dont les gènes CAB codant pour des CHLOROPHYLL A/B BINDING PROTEINS. 

Trois composants essentiels de l’oscillateur ont ainsi été identifiés : LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY), CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED (CCA1) et TIMING OF CAB 1 (TOC1). LHY a été isolé à partir d’un mutant gain de fonction dont la floraison est retardée en JLs (Schaffer et al., 1998). LHY code pour un facteur de transcription MYB qui présente une forte homologie avec la protéine CCA1, qui se lie aux régions du promoteur des gènes CAB responsables de leur expression circadienne (Green and Tobin, 1999). TOC1 a été identifié chez un mutant présentant un raccourcissement de la période d’expression du gène CAB2 (Millar et al., 1995). La mutation de l’un ou l’autre de ces gènes affecte la périodicité de nombreux processus en aval (mouvement des feuilles, rythmicité de l’expression circadienne de certains gènes) : la périodicité est raccourcie, mais pas supprimée (Green and Tobin, 1999 ; Mizoguchi et al., 2002). 
L’analyse des patrons d’expression des gènes LHY, CCA1 et TOC1 et de leurs interactions a conduit à l’élaboration d’un premier modèle moléculaire de l’horloge biologique, proposé par Alabadi et al. (2001), basé sur une boucle de rétrocontrôle négatif. LHY et CCA1 sont exprimés rythmiquement avec un pic dans la quantité de transcrits à l’aube. Les protéines correspondantes produites avec un délai de 2-3 h par rapport à l’activité transcriptionnelle des gènes inhibent l’expression de TOC1, dont le produit est un régulateur positif de l’expression de LHY et CCA1. La quantité de protéine TOC1 diminuant, l’expression de LHY/CCA1 diminue également, jusqu’à ce que la teneur en LHY et CCA1 soit suffisamment faible pour libérer TOC1 de leur inhibition, en début de nuit. La protéine TOC1 peut ensuite réactiver l’expression de LHY et CCA1 et ainsi amorcer un nouveau cycle.
Un modèle alternatif a été proposé par Matsushika et al. (2000) à partir de l’étude de gènes codant pour des PSEUDO RESPONSE REGULATORS (PRRs), dont fait partie TOC1. L’expression de ces gènes est circadienne et se produit selon une séquence régulière (PRR9(PRR7(PRR5(PRR3(PRR1). Les pics successifs d’expression surviennent avec un délai de 2-3h, de sorte que le quintet pourrait générer une boucle de 24h, et ainsi constituer un oscillateur. 
Ces deux modèles se sont avérés intriqués l’un dans l’autre. En effet, la modélisation mathématique des rythmes circadiens a conduit à la complexification du modèle ‘en une boucle’ exposé ci-dessus en un modèle en deux boucles, puis en trois boucles (Figure III.3) (revu dans Gardner et al., 2006 ; McClung, 2006 ; Ueda, 2006). 
La deuxième boucle a tout d’abord été introduite pour rendre compte du fait que les doubles mutants lhy cca1 conservent une rythmicité, ce que le modèle simple ne permettait pas d’expliquer (Locke et al., 2005). Deux composants X et Y ont été introduits par le Prof. A. Millar et ses collaborateurs. ‘Y’ est activé par la lumière et induit TOC1; son identité reste à confirmer mais GIGANTEA (GI) est un bon candidat (Locke et al., 2006). TOC1 agit via un autre composant ‘X’ pour induire LHY tandis que LHY et TOC1 inhibent l’expression du composant Y. 

Parmi les faits expérimentaux qui ont amené à l’introduction de la troisième boucle figurent la subsistance d’une périodicité courte chez le mutant toc1 (Millar et al., 1995) et le phénotype très sévère de doubles mutants déficients en PRR7 et PRR9 (les mutants prr7 prr9 ont une périodicité de ~30h). L’expression des gènes PRR7 et PRR9 est activée par la lumière et par LHY/CCA1 tandis que les protéines PRR7 et PRR9 inhibent la transcription de LHY/CCA1 (Farré et al., 2005).
Dans le modèle en trois boucles, l’oscillateur formé de LHY/CCA1 et TOC1 couple les deux autres ; la boucle formée de PRR7/PRR9 et LHY/CCA1 est exprimée le matin ; la boucle TOC1/Y est exprimée le soir (Locke et al., 2006 ; Zeilinger et al., 2006). 
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Figure III.3. Représentation schématique des oscillateurs centraux de l’horloge biologique chez A. thaliana. X et Y sont des protéines hypothétiques. Les flèches jaunes indiquent la voie d’entrée de la lumière. (Ueda, 2006) 

Signalons que notre description de ce modèle est simplifiée. Les composants géniques de l’horloge biologique ne sont pas seulement régulés au niveau transcriptionnel : leur protéolyse est également régulée de manière circadienne. Il a par exemple été montré que la protéine ZTL est impliquée dans la dégradation de TOC1 (Más et al., 2003). 
Si l’horloge circadienne, par définition, rythme l’activité de processus récurrents avec une période proche de 24h, une variation naturelle est néanmoins observée et a été utilisée pour la cartographie de QTL associés à la périodicité du mouvement foliaire chez A. thaliana (Swarup et al., 1999). FLOWERING LOCUS C (FLC) et GI ont ainsi été identifiés comme régulateurs de l’horloge biologique. FLC allonge la période circadienne avec un effet de dose lié au nombre d’allèles fonctionnels du gène (Salathia et al., 2006). 
Une autre propriété essentielle de l’horloge biologique est la compensation thermique, qui désigne le fait que la période circadienne est peu affectée par la température ambiante. Les mécanismes de la compensation thermique sont encore peu connus, mais des études récentes montrent que les composants horlogiques LHY, CCA1 et TOC1 sont impliqués de même que ZTL, GI et FLC  (Edwards et al., 2005, 2006 ; Gould et al., 2006). 

Le gène GIGANTEA
De plus en plus de faits impliquent donc GI dans la régulation, voire dans le fonctionnement même de l’horloge biologique. Rédei (1962) a initialement isolé deux mutants gi en raison de leur phénotype ‘extra-vigoureux’. En JLs, ces mutants présentent une longue phase de croissance végétative et la floraison est très retardée; cette observation a conduit au classement de GI parmi les gènes de la voie photopériodique de la floraison (Koornneef et al., 1991). Les mutants gi présentent en outre de nombreux phénotypes pléiotropiques : ils sont résistants à l’herbicide Paraquat (Kurepa et al., 1998), accumulent de grande quantité d’amidon (Eimert et al., 1995), ont un hypocotyle allongé (Araki and Komeda, 1993), et sont plus sensibles au froid (Cao et al., 2005). Plusieurs de ces phénotypes sont spécifiques de certains allèles. 

GI code pour un protéine de 127 kDa, qui, bien que montrant plusieurs domaines transmembranaires, serait localisée dans le noyau (Huq et al., 2000). L’expression de GI est rythmique, avec un pic pendant la soirée subjective (Park et al., 1999). Plusieurs mutants gi montrent une modification de la périodicité et de l’amplitude de l’expression des gènes LHY et CCA1, suggérant que GI exerce un rétrocontrôle vers les composants de l’horloge qui régulent sa propre expression (Fowler et al., 1999 ; Park et al., 1999) ; le modèle de l’horloge biologique récemment proposé par l’équipe du Prof. A. Millar intègre cette hypothèse (Locke et al., 2005). La mutation de GI annule également plusieurs effets de la lumière rouge – perçue par le phytochrome b - et de la lumière bleue, perçue par les crytochromes (Park et al., 1999 ; Huq et al., 2000 ; Paltiel et al., 2006 ; Martin-Tryon et al., 2007). GI serait donc un composant de l’horloge directement connecté à la voie de signalisation de la lumière.
La voie de signalisation en aval de l’horloge
1) Le gène CONSTANS 
Un gène essentiel à la promotion de la floraison par les JLs, en aval des photorécepteurs et de l’horloge biologique, est le gène CONSTANS (CO), qui code pour un facteur de transcription à doigts de Zinc (Zn). Une mutation dans ce gène provoque une floraison tardive uniquement en JLs (Putterill et al., 1995) tandis que sa surexpression induit une floraison très précoce, indépendamment de la photopériode (Onouchi et al., 2000). 

1.1) Le rôle de CO dans la réponse florale aux JLs
La transcription de CO est régulée par l’horloge circadienne et l’abondance des transcrits a d’abord été décrite comme supérieure en JLs qu’en JCs, en accord avec l’idée que le rôle de CO est de promouvoir la floraison uniquement en JLs (Putterill et al. 1995, Simon et al., 1996 ; Onouchi et al., 2000). La photopériode affecte cependant plus le timing de l’expression de CO que son niveau quantitatif (Figure III.4). 
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Figure III.4. Expression de CO en JL (long day, LD) et en JC (short day, SD) chez A. thaliana d’après Hayama and Coupland (2003).

En effet, l’expression de CO chez des plantes cultivées en JCs présente un pic de la 12ème à la 20ème heure depuis le début de la période lumineuse, c’est-à-dire pendant la nuit (Suárez-López et al., 2001). En JLs, ce pic d’expression est plus large : il s’étend de la 12ème à la 24ème heure depuis le début du JL et survient donc à la lumière. L’établissement précis de ces cinétiques d’expression de CO en JCs et en JLs a fourni une base moléculaire au modèle de la coïncidence externe proposé par le physiologiste Bünning (1936). C’est en effet la coïncidence entre un niveau d’expression élevé de CO et la lumière – coïncidence ne survenant qu’en JLs – qui déclenche la cascade d’activation en aval de CO, conduisant à la promotion de la floraison (Suárez-López et al., 2001, Yanovsky and Kay, 2003). Ainsi, le gène FT, cible directe de CO, n’est exprimé qu’à la lumière et cela même dans des plantes qui expriment CO de manière constitutive (Suárez-López et al., 2001 ; Yanovsky and Kay, 2002). Cette observation suggère que la lumière est conditionnelle à l’activité de CO, ce que Valverde et al. (2004) ont prouvé en montrant l’instabilité de la protéine à l’obscurité. La régulation de CO aux niveaux transcriptionnel et post-traductionnel intègre donc les composantes ‘mesure du temps’ et ‘lumière’ nécessaires à la mesure de la photopériode. 
1.2) Le contrôle de l’activité de CO 
Le modèle d’induction de la floraison décrit ci-dessus suppose une extrême précision dans le contrôle du rythme d’abondance de la protéine CO. 
Comme nous l’avons signalé plus haut, la transcription de CO est d’abord régulée par l’horloge biologique (Figure III.5). Ainsi, des mutants lhy ou toc1 présentent un patron d’expression de CO anormal, qui peut être corrélé avec leur phénotype floral (Suárez-López et al., 2001 ; Yanovsky and Kay, 2002). Par exemple, le mutant toc1 présente un rythme d’activité de CO en avance de phase par rapport au type sauvage, et fleurit plus rapidement que celui-ci lorsque le régime jour/nuit est calqué sur celui de CO. 
GI ayant été initialement étudié pour son rôle dans la réponse florale à la photopériode, son interaction avec CO a fait l’objet de plusieurs études. Une mutation dans le gène GI induit une floraison tardive et un faible niveau d’expression de CO tandis que sa surexpression provoque une floraison précoce et un niveau élevé d’expression de CO  (Suárez-López et al., 2001 ; Tseng et al., 2004 ; Mizoguchi et al., 2005), suggérant que GI agit en amont de CO. ELF3 pourrait également être impliqué dans cette voie en inhibant l’expression de GI, et donc en conséquence, en réprimant la transcription de CO (Kim et al., 2005b). Le rôle de GI dans l’induction de la floraison semble être distinct de son rôle dans le contrôle des rythmes circadiens (Mizoguchi et al., 2005). Cette idée est supportée par la récente observation selon laquelle certains mutants gi sont affectés dans divers processus liés à l’horloge biologique mais présentent une activation normale de CO en JLs (Martin-Tryon et al., 2007).
Figure III.5. Modèle de la régulation de l’activité de CO au niveau de la transcription (A) et de la stabilité de la protéine (B), modifié d’après Bäurle and Dean (2006) et Imaizumi and Kay (2006). 
D’autres régulateurs de la transcription de CO ont été isolés plus récemment :  
FKF1 est un régulateur positif de l’expression de CO ; son expression est circadienne et sa fonction est activée par la lumière bleue (Imaizumi et al., 2005). FKF1 est critique pour l’occurrence du premier pic d’activation de CO en JL. Le mécanisme d’action de FKF1 passe par la dégradation de la protéine CYCLING DOF FACTOR 1 (CDF1), qui elle-même inhibe la transcription de CO. 
RFI2 est vraisemblablement un répresseur de l’expression de CO car chez un mutant rfi2, à floraison précoce, le pic d’expression de CO caractéristique en période d’obscurité est plus élevé que chez le type sauvage. L’expression de RFI2 est régulée par l’horloge et est maximale durant la nuit subjective (Chen and Ni, 2006).
La régulation post-traductionnelle de CO par la lumière est une composante essentielle du modèle de la coïncidence externe. Yanovsky and Kay (2002) ont tout d’abord montré que l’activation de FT par CO ne se produit pas dans des mutants déficients en phyA ou en cry2, impliquant directement ces photorécepteurs dans le contrôle de l’activité de CO. Cela a été confirmé ultérieurement par Valverde et al. (2004) qui ont montré la stabilité de la protéine CO sous un éclairement rouge foncé ou bleu, et son instabilité à l’obscurité ou sous un éclairement rouge. Cette observation est cohérente avec les études concernant le rôle des photorécepteurs dans la floraison d’A. thaliana, comme nous l’avons vu précédemment. Le phytochrome phyB déstabilise la protéine CO  le matin alors que phyA et les cryptochromes cry 1 et cry 2 la stabilisent en fin de période lumineuse (Valverde et al., 2004). 
La dégradation de la protéine CO semble impliquer les protéines SUPPRESSOR OF PHYA-105 (SPA), comme l’indique le fait que le mutant spa1 présente une floraison précoce uniquement en JCs. Ce phénotype est dû à une teneur élevée de la protéine CO alors que le niveau en transcrit n’est pas affecté (Ishikawa et al., 2006 ; Laubinger et al., 2006). L’observation supplémentaire suivant laquelle la protéine SPA1 interagit avec CO suggère que SPA1 inhibe la floraison en JCs en induisant la dégradation de la protéine CO. Les protéines SPA agissent avec CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENESIS 1 (COP1) dans la répression de la photomorphogenèse à l’obscurité ; ce processus passe par l’ubiquitination des protéines ciblées pour la protéolyse. 
1.3) La localisation de l’expression de CO nécessaire à l’induction florale 

Le niveau d’expression du gène CO est extrêmement faible mais néanmoins détectable dans toutes les parties de la plante ; l’expression est principalement observée dans les cotylédons et les feuilles, plus précisément dans les cellules compagnes du phloème (Takada and Goto, 2003 ; An et al., 2004) mais également au niveau du SAM (Simon et al., 1996). L’expression dirigée de CO sous le contrôle de différents promoteurs spécifiques de certains tissus ou organes a démontré que l’activité de CO dans le phloème est nécessaire et suffisante à l’induction florale (Ayre and Turgeon, 2004 ; An et al., 2004). De plus, un greffon exprimant CO est capable de complémenter un porte-greffe co, ce qui suggère que CO est impliqué dans la production d’un signal systémique de floraison. Cependant, l’observation de plantes exprimant une protéine de fusion CO::GFP indique que celle-ci n’est pas mobile ; la signalisation systémique se produit donc en aval de CO (An et al., 2004).
2) Les cibles de CO
L’identification des cibles de CO a été réalisée par deux approches complémentaires : l’analyse des variations du transcriptome suite à l’activation de CO (Samach et al., 2000 ; Wigge et al., 2005) et la caractérisation de mutants supprimant la floraison hâtive de surexpresseurs 35S::CO (Onouchi et al., 2000). Parmi les cibles identifiées figurent FLOWERING LOCUS T (FT) et SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO1 (SOC1). La mutation de l’un ou l’autre de ces gènes retarde la floraison et leur surexpression la rend au contraire très précoce (Kobayashi et al., 1999 ; Borner et al., 2000 ; Onouchi et al., 2000). 
2.1) FLOWERING LOCUS T (FT)

FT code pour une petite protéine de 23kDa, proche d’un groupe de protéines animales appelées PEBP (Phosphatidylethanolamine Binding Protein) ou RKIP (Raf Kinase Inhibitor Protein). La mutation de FT retarde la floraison en JLs tandis que sa surexpression cause une floraison très précoce (Kardailsky et al., 1999 ; Kobayashi et al., 1999). 
Comme CO, FT est exprimé dans les feuilles, au niveau des cellules compagnes du phloème, mais l’activité du gène n’est pas détectée dans le SAM (Wigge et al., 2005). L’induction de FT par CO ne se déroule qu’à la lumière, même dans des plantes qui surexpriment CO (Yanovsky and Kay, 2002). La lumière nécessaire à l’activation de FT est celle perçue par phyA et cry2, ce qui est cohérent avec le fait que la protéine CO est stable sous un éclairement rouge foncé ou bleu, mais dégradée sous un éclairement rouge ou à l’obscurité (Valverde et al. 2004). Il a été montré récemment que l’expression de CRY2 dans le phloème restaure le moment de floraison du mutant cry2 et permet l’activation de FT en JL (Endo et al., 2007).

En 2005, plusieurs équipes de chercheurs ont montré que FT agit comme signal systémique de floraison. La recherche de protéines capables de se lier à FT a permis d’identifier FD comme partenaire direct (Abe et al., 2005 ; Wigge et al., 2005). FD ne se trouvant que dans le SAM, l’interaction FT~FD nécessite la migration du mRNA ou de la protéine encodée par FT. L’interaction FT~FD est essentielle à la floraison, comme en témoigne le fait que l’expression de FT dans la zone d’expression de FD suffit à la complémentation d’un mutant ft (Abe et al., 2005). 
Depuis cette découverte, FT apparaît comme composant essentiel du stimulus floral ; certains y voient le florigène tant recherché. En effet, FT est transmissible par greffe, même interspécifique (par exemple entre un donneur de tomate surexpresseur de FT et un receveur de tabac) (Lifschitz and Eshed, 2006). Le mouvement de la protéine a d’autre part été mise en évidence par le suivi d’une protéine de fusion FT:GFP des feuilles au SAM (Corbesier et al., 2007).

La séquence de FT est proche de celle de TFL1, alors que les deux gènes exercent des fonctions opposées : ils sont, respectivement, promoteur et inhibiteur de la transition florale (Kobayashi et al. 1999). Ainsi, le phénotype de plantes qui surexpriment FT ressemble à celui de mutants tfl1 : la floraison est précoce et le méristème inflorescentiel forme prématurément une fleur terminale. Il a été montré que le changement d’un seul acide aminé de TFL1 lui confère une activité promotrice de floraison, bien que plus faible que celle de FT (Hanzawa et al., 2005). Une hypothèse a donc été proposée selon laquelle la balance FT/TFL1 déterminerait une balance promotion/répression de la floraison au niveau du SAM (Ahn et al., 2006); la même hypothèse a été formulée à partir d’une étude génétique et moléculaire de la transition florale chez la tomate (Lifschitz and Eshed, 2006). Selon Ahn et al. (2006), FT et TFL1, en se liant à FD, convertirait celui-ci en promoteur fort ou répresseur de floraison, respectivement. Cependant, TFL1 ne se lie que faiblement à FD (Abe et al., 2005). Par contre, il a été établi que TFL1 régule négativement l’activation de  LFY et AP1 (Ratcliffe et al., 1999) alors que le complexe FT/FD induit AP1 (Wigge et al., 2005).
2.2) SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO1 (SOC1)
SOC1 a été identifié comme cible de CO par le fait que sa mutation supprime les effets de la surexpression de CO (Onouchi et al., 2000), d’une part, et que son activation dans le SAM survient peu de temps après l’activation de CO, d’autre part (Samach et al., 2000). SOC1 code pour un facteur de transcription à boîte MADS.

SOC1 est exprimé dans toute la plante, mais plus spécifiquement dans le SAM pendant la transition florale (Borner et al., 2000). Cette localisation est évidemment difficile à concilier avec l’expression de CO dans les feuilles, à moins que l’activation de SOC1 par CO passe par FT, comme proposé par Yoo et al., (2005). 

Bien que cela ne soit pas clairement démontré, il a été suggéré que SOC1 active LFY (Lee et al., 2000). Cette cascade pourrait ne pas être directe, mais impliquer l’interaction de SOC1 avec d’autres protéines à boîte MADS (Parcy, 2005). SOC1 et LFY sont tous deux activés par les GAs (Blázquez et al., 1998 ; Eriksson et al., 2006).
La famille CONSTANS-LIKE chez A. thaliana
CO fait partie d’une famille multigénique qui inclut, chez A. thaliana, 17 gènes différents (Lagercrantz and Axelsson, 2000). Les gènes CO et CONSTANS-LIKE 1 à 16 (COL 1-16) codent pour des facteurs de transcription contenant un ou deux doigts de zinc dans la partie N-terminale et un domaine de localisation nucléaire, appelé domaine CCT (car présent dans les protéines CO, CO-Like et TOC1), dans la partie C-terminale (Lagercrantz and Axelsson, 2000 ; Strayer et al.,  2000 ; Robson et al., 2001; Griffiths et al., 2003). La partie centrale est une région beaucoup moins conservée (Lagercrantz and Axelsson, 2000).
Les protéines CO et COL ont d’abord été classées parmi les facteurs de transcription GATA, qui présentent également des motifs en doigts de zinc formant un domaine de liaison à l’ADN (Puterill et al., 1995, Nemoto et al., 2003 ; Reyes et al., 2004). Cependant, certaines caractéristiques spécifiques aux protéines GATA ne se retrouvent pas dans les protéines COL (Manfield et al., 2007). Les motifs en doigts de zinc des COL sont similaires à ceux rencontrés dans les ‘B-box’ (Robson et al., 2001) impliqués dans l’interaction protéine-protéine de plusieurs facteurs de transcription décrits chez les animaux. 
La famille des protéines COL est subdivisée en trois groupes ; le premier groupe qui comprend les protéines CO et COL1 à COL5 se caractérise par deux doigts de zinc dont la séquence consensus est de type C-X2-C-X8-C-X7-C-X2-C-X4-H-X8-H (Putterill et al., 1995 ; Robson et al., 2001 ; Griffiths et al., 2003),  les protéines COL9 à COL15 possèdent deux doigts de zinc dont un se distingue de ceux rencontrés chez CO tandis que le troisième groupe, composé des protéines COL6 à COL8 et COL16, ne possède qu’un doigt de zinc. 

Le domaine CCT de CO pourrait ne pas être impliqué uniquement dans la localisation de la protéine. En effet, une mutation dans ce domaine retarde la floraison sans  affecter la localisation nucléaire (Robson et al., 2001). La prédiction de la structure tertiaire du domaine CCT a montré qu’il présente des homologies avec un motif de fixation à l’ADN d’une sous-unité (HAP2) d’un complexe de protéines (HAP, Heme Activator Protein ), impliqué dans la liaison au domaine CCAAT de régions promotrices (Wenkel et al., 2006). CO se lie à d’autres sous-unités de ce complexe (HAP3 et HAP5) ; CO remplacerait donc HAP2 dans le complexe de régulation transcriptionnel (Wenkel et al., 2006 ; Ben-Naim et al., 2006).

La fonction biologique des protéines COL a été peu étudiée. Parmi les 16 gènes COL, seuls COL1, COL2, COL3 et COL9 ont fait l’objet jusqu’à présent d’une étude complémentaire (Ledger et al., 2001 ; Cheng and Wang, 2005 ; Datta et al., 2006). L’expression des gènes COL1 et COL2 est régulée par l’horloge circadienne avec un niveau maximal au début de la période lumineuse (Ledger et al., 2001). La surexpression des deux gènes n’affecte pas la floraison. Par contre, chez des plantes transgéniques 35S::COL1, la période du rythme du mouvement des feuilles et de l’expression du gène CAB est raccourcie. 
L’expression du gène COL9 suit également un rythme circadien (Cheng and Wang, 2005). Cependant, inversement à CO, COL9 réprime la floraison : la surexpression du gène provoque un retard de floraison en JL, vraisemblablement dû à une répression de CO et de FT. L’étude du phénotype du mutant col3 indique que ce gène est impliqué dans la régulation de certains processus morphogénétiques à la lumière tels que, par exemple, la formation de tiges et de racines secondaires (Datta et al., 2006). COL3 interagit avec la protéine COP1, qui ciblerait la dégradation de COL3 à l’obscurité.

Le tandem CO/FT chez d’autres espèces et dans d’autres processus photopériodiques
Des séquences apparentées à CO ou à COL ont été retrouvées chez diverses espèces de dicotylées ou de monocotylées (Tableau III.2). 
Tableau III.2. Les gènes de la famille de CO isolés chez différentes espèces.
	
	Espèce
	Nombre de

locus
	Références

	D

I

C

O

T

Y

L

É

E

S


	Brassica  juncea
	1
	

	
	Brassica napus
	2
	Robert et al., 1998

	
	
	2
	Fourmann et al., 2002

	
	Brassica nigra
	4
	Lagercrantz and Axelsson 2000

	
	
	4
	Kruskopf-Österberg et al., 2002

	
	Brassica oleracea
	var. italica : 2

var. alboglabra : 5
	

	
	
	1
	Fourmann et al., 2002

	
	Brassica rapa
	1
	Fourmann et al., 2002

	
	
	1
	Kim et al., 2006a

	
	Fragaria ananassa
	1
	

	
	Lycopersicon esculentum
	3
	Ben-Naim et al., 2006

	
	Malus domestica (cv. Fuji)
	2
	

	
	Pharbitis nil
	1
	Liu et al., 2001

	
	
	1
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	Physcomitrella patens
	1
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	Pisum sativum
	2
	Hecht et al., 2005
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	2
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	2
	Böhlenius et al., 2006

	
	Raphanus  sativus
	1
	Moon et al., 1998
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	1
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	1
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	Festuca pratensis
	1
	Armstead et al., 2005

	
	Hordeum vulgare
	9
	Griffiths et al., 2003

	
	Lolium perenne
	1
	Martin et al., 2004

	
	
	1
	Armstead et al., 2005

	
	Lolium temulentum
	1
	Martin et al., 2004

	
	Oryza sativa
	3
	Song et al., 1998

	
	
	1
	Yano et al., 2000

	
	
	16
	Griffiths et al., 2003

	
	
	3
	Shin et al., 2004

	
	Triticum aestivum
	3
	Nemoto et al., 2003


Dans quatre cas, une séquence homologue à CO s’est avérée capable de complémenter le phénotype du mutant co d’A. thaliana, démontrant ainsi une fonction équivalente. Parmi ces séquences, se trouvent deux gènes de Brassicaceae  (BnCOa1 de B. napus et BniCOa de B. rapa), un gène d’une espèce de JC (PnCO de Pharbitis nil) et un gène d’une monocotylée (LpCO de Lolium perenne) (Robert et al., 1998 ; Kruskopf-Österberg et al., 2002 ; Liu et al., 2004 ; Martin et al., 2004), ce qui suggère que la fonction de CO est largement conservée.
Des variations alléliques au niveau du locus COL1 de B. nigra semblent rendre compte des différences du moment de floraison observées entre écotypes : les écotypes à floraison précoce présentent une délétion de 18 pb au niveau de la partie centrale de la séquence nucléotidique (Kruskopf-Österberg et al., 2002). Cette délétion dans le gène COL1 est rencontrée chez d’autres Brassicaceae mais pas chez A. thaliana (Shavorskaya and Lagercrantz, 2006).

La découverte de la présence de séquences de la famille de CO chez des plantes de JC a soulevé la question de savoir comment un même gène peut être impliqué dans la réponse florale d’espèces aux exigences photopériodiques opposées (Samach and Gover, 2001). L’étude des patrons d’expression des gènes homologues à GI, CO et FT chez le riz (Oryza sativa) a amené des éléments de réponse à cette question (Hayama et al., 2003). Chez des plantes de riz dont l’expression du gène OsGI est placée sous le contrôle d’un promoteur constitutif, la floraison est retardée ; le niveau d’expression de Hd1, homologue de CO, est augmenté tandis que celui de Hd3a, homologue de FT, est diminué. Ces résultats suggèrent que Hd1 réprime Hd3a et ainsi réprime la floraison, ce qui expliquerait la réponse photopériodique opposée à celle d’A. thaliana. Chez le type sauvage, l’activité transcriptionnelle de Hd1 est maximale en seconde partie de journée, et ce en JLs comme en JCs. Selon le modèle proposé par Hayama et al. (2003), la protéine Hd1 inhiberait l’expression de Hd3a en JLs, conduisant ainsi à la répression de la floraison tandis qu’en JCs, Hd1 activerait Hd3a à l’obscurité, par un mécanisme inconnu (Figure III.6 ; revu dans Cremer and Coupland, 2003 ; Yanovsky and Kay, 2003 ; Hayama and Coupland, 2004). 

La fonction du tandem CO/FT a d’autre part été montrée dans la régulation de processus photopériodiques très différents de la floraison, comme par exemple la tubérisation de la pomme de terre (Martίnez-Garcίa et al., 2002) ou l’entrée en dormance des bourgeons du peuplier en automne (Böhlenius et al., 2006).  Il semble donc que le ‘regulon CO/FT’ (Böhlenius et al., 2006) soit avant tout une voie de signalisation systémique de la photopériode, aux effets biologiques plus généraux que la floraison. Les effets induits par la photopériode dépendraient donc de facteurs spécifiques au site d’arrivée du signal, tels que son identité, sa localisation, son organisation, son état physiologique, ses corrélations avec les autres parties de la plante. 

Figure III.6 La régulation du moment de floraison par la photopériode chez A. thaliana (a) et Oryza sativa (b) (Yanovsky and Kay, 2003).
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