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Rappel des objectifs
L’objectif général de ce travail était d’étudier les mécanismes moléculaires impliqués dans le contrôle de la floraison chez S. alba, un ‘modèle’ physiologique de la réponse florale aux JLs intensément caractérisé dans notre laboratoire et proche, phylogénétiquement, d’A. thaliana. Notre étude s’est centrée sur deux voies principales d’induction de la floraison par les facteurs de l’environnement et sur les deux gènes principaux qui les contrôlent : FLC, dans la voie de la vernalisation, et CO, dans la voie de la photopériode. 
La caractérisation de SaFLC et de SaCO
Au cours de notre travail, nous avons isolé et caractérisé les ADNc issus de deux gènes de S. alba dont la séquence et les patrons d’expression nous permettent de conclure qu’ils sont les orthologues de AtFLC et de AtCO chez A. thaliana ; ces séquences ont été appelées SaFLC et SaCO. 
Les séquences protéiques SaFLC et SaCO, prédites à partir des séquences ADNc complètes, ont été comparées aux protéines apparentées chez d’autres Brassicaceae. Dans les deux cas, les protéines de S. alba se sont trouvées classées dans le groupe le plus proche de l’homologue respectif d’A. thaliana : il s’agit du groupe des protéines FLC1 (Kim et al., 2006c ; Okazaki et al., 2007) et du Groupe Ia des protéines de la famille de CO (Griffiths et al., 2003) (Figure II.4b et III.14). Les deux protéines possèdent des domaines conservés, fonctionnellement importants. En effet, la protéine SaFLC présente un pourcentage d’identité élevé avec AtFLC (85%); ce pourcentage est maximum au niveau du domaine MADS (Figure II.4a), qui est supposé se lier au motif CArG présent dans les régions promotrices de AtSOC1 et de AtFD ainsi que dans le premier intron de AtFT (Hepworth et al., 2002 ; Searle et al., 2006). La protéine SaCO contient, comme AtCO, deux motifs de liaison à l’ADN en doigt de Zn du côté N-terminal, un domaine CCT de localisation nucléaire du côté C-terminal ainsi que 4 régions (formées de 4 ou 5 nucléotides) dans la partie centrale, spécifiques au Groupe Ia des protéines apparentées (Figure III.13) (Griffiths et al., 2003). 
D’un point de vue phylogénétique, au sein des Brassica, S. alba est plus proche de B. nigra que du groupe B. oleracea / B. rapa. Rappelons que S. alba est appelé B. hirta par certains auteurs (Primard et al., 1988). Le fait que SaCO présente le % d’identité le plus élevé avec BniCOa est en accord avec cette classification ; le clonage de FLC n’a pas été rapporté chez B. nigra. 
Bien que le génome de S. alba ait subi ‘ancestralement’ une triplication qui a été suivie de réarrangements chromosomiques (Nelson and Lydiate, 2006), nous avons obtenu une seule séquence génomique correspondant à SaFLC (Figure II.14). Nous n’avons pas eu le temps d’examiner la question du nombre de copies du gène correspondant à SaCO, mais nous pouvons signaler que plusieurs autres gènes impliqués dans la transition florale de S. alba ont été clonés en copies uniques : SaMADS A (homologue de AtSOC1, SAU25696), SaMADS B (homologue de AtAGL8, SAU25695), SaMADS D (homologue de AtSEP3, Y08626) (Bonhomme, 2002b ; Bonhomme et al., 2000 ; Bonhomme et al., 1997) et  FPF1 (Y11987) (Kania et al., 1997). SaMADS C  (homologue de AtAP1) a été isolé en deux copies (X81480 et AF109403) (Bonhomme, 2002b). 
La conservation de la fonction de SaFLC et SaCO dans la physiologie de la floraison 
1) SaFLC et la voie de la vernalisation

Dans la première partie de notre travail (chapitre II), nous avons réalisé une étude physiologique et moléculaire de la vernalisation chez S. alba et nous l’avons mise en relation avec le patron d’expression de SaFLC.

L’expression de SaFLC est forte dans le SAM de plantes de S. alba non vernalisées, et diminue fortement suite à la vernalisation (Figure II.6). L’effet quantitatif de la vernalisation a été observé tant au niveau physiologique que moléculaire. Une accélération significative de la floraison en JCs a été observée suite à des traitements vernalisants d’une durée minimale de 2 semaines (Figure II.3) ; un traitement de 6 semaines est apparu saturant. La vernalisation a un réel effet inducteur de floraison chez S. alba puisque les boutons floraux sont initiés pendant la période de froid ; les gènes intégrateurs SaMADSA et SaLFY sont déjà exprimés après seulement 3-4 semaines de vernalisation (Figure II.7). L’apparition des boutons floraux au cours du traitement vernalisant a été observée par Barendse (1964) chez une autre Brassicaceae : Cheiranthus allionii.
L’effet de la vernalisation sur l’abondance des transcrits SaFLC est beaucoup plus abrupt que l’effet sur le moment de floraison en JCs: une semaine de vernalisation suffit à réduire la quantité de transcrits à un niveau quasi minimal (Figure II.6c), alors que la floraison en JCs n’est pas accélérée (Figure II.3). Cette apparente contradiction nous a amenée à considérer la stabilité de l’état réprimé de SaFLC et nous avons observé qu’une semaine de vernalisation n’a qu’un effet transitoire sur l’abondance des transcrits SaFLC. En effet, deux semaines après le traitement vernalisant d’une semaine, l’activité de SaFLC est revenue au niveau des témoins non vernalisés (Figure II.8b), ce qui explique que le moment de floraison en JCs ne soit pas différent de celui des plantes non vernalisées. 
Chez A. thaliana, la stabilité de la répression de AtFLC par la vernalisation est régulée par différentes protéines, dont les protéines VRN et LHP1, et dépend entre autre d’éléments cis contenus dans le premier intron du gène (Shindo et al., 2006 ; Sung et al., 2006). Aussi avons-nous cloné l’intron 1 du gène SaFLC ; sa séquence est présentée en complément du chapitre III. Nous avons constaté que l’intron 1 de SaFLC est plus court que celui de AtFLC et que comparativement à ce dernier, la région impliquée dans le maintien de la répression est amputée de deux fragments. Nous envisageons dès lors de réaliser des expériences complémentaires :
· Il serait intéressant de vérifier d’une manière générale le rôle de l’intron 1 dans la régulation de SaFLC. Nous pourrions tout d’abord refaire le test de complémentation du mutant flc-3 d’A. thaliana avec une construction contenant l’intron 1 de SaFLC inséré dans la séquence codante de l’ADNc. Nous pourrions également examiner l’effet de la substitution de l’intron 1 de AtFLC par celui de SaFLC. Le gène chimère ainsi produit pourrait être fusionné à un gène rapporteur dont l’expression serait étudiée chez A. thaliana pendant et après différentes durées de vernalisation. Cette stratégie pourrait être facilitée par la disponibilité d’un fragment génomique AtFLC  (2kb du promoteur – exon 1 – intron 1 – exon 2) fusionné au gène rapporteur GUS et dont l’expression est comparable à celle du gène endogène (Sheldon et al., 2002).
· Les changements chromatiniens se produisant au niveau du promoteur et de l’intron 1 de SaFLC pourraient être analysés et comparés dans des séries de plantes soumises à des traitements de vernalisation de différentes durées. En particulier la comparaison des ‘marques chromatiniennes’ après une semaine de vernalisation, donnant une répression instable de SaFLC, ou un traitement vernalisant plus long permettrait peut-être de discriminer les événements impliqués dans la répression de SaFLC de ceux utiles à son maintien. 
Cette analyse pourrait être conduite parallèlement dans différentes parties de la plante : l’apex, les feuilles et les racines. En effet, une étude récente vient de montrer que les différentes protéines impliquées dans la répression de AtFLC (VIN/VRN) contribuent différemment à cette répression suivant les organes analysés (Greb et al., 2007). 
Si un traitement au froid d’une semaine est insuffisant pour accélérer la floraison de S. alba en JCs, nous montrons néanmoins qu’il augmente la sensibilité des plantes à des JLs sous-optimaux de 16h (Figure II.8c). En effet, si la semaine de vernalisation est directement suivie de un ou deux JLs, le pourcentage de plantes induites à fleurir est significativement supérieur à celui obtenu avec des plantes non vernalisées. L’avantage des plantes vernalisées est perdu si le traitement photopériodique est donné deux semaines après la fin de la vernalisation. Ce résultat est très intéressant puisqu’il suggère qu’une courte période de froid peut avoir un effet vernalisant si elle survient lorsque la photopériode est sous-optimalement inductive. De telles conditions sont rencontrées dans la nature : un rafraîchissement n’est pas rare au printemps, alors que la photopériode augmente. 

La question de savoir comment la vernalisation augmente la sensibilité à la photopériode est donc importante ; nous en débattrons plus loin.
2) SaCO et la voie de la photopériode
La mesure de la photopériode est réalisée grâce à l’intégration des informations temporelles fournies par l’horloge circadienne et des informations concernant l’environnement lumineux, transmises par les photorécepteurs (Gardner et al., 2006). Il a été montré chez A. thaliana que le facteur de transcription AtCO intègre ces composantes : la transcription du gène est rythmique (Suárez-López et al., 2000) et la protéine est stable à la lumière uniquement (Valverde et al., 2004). Ces propriétés impliquent qu’il n’y a qu’en JLs que la protéine est abondante à la lumière, de sorte qu’elle peut enclencher la voie de signalisation conduisant à la transition florale. 
La séquence SaCO que nous avons isolée chez S. alba présente un patron d’expression en parfait accord avec ce modèle. Les analyses d’expression ont été réalisées dans les jeunes feuilles étalées de plantes de 9 semaines induites à fleurir par un seul cycle : soit un JL de 22h, soit un jour court décalé (JCD) de 8h , donné 10h plus tard que dans le régime standard qui maintient les témoins à l’état végétatif. Dans les deux systèmes d’induction, nous avons observé la coïncidence entre un pic d’abondance des transcrits SaCO et la lumière, alors que cette coïncidence ne se produit pas en JCs (Figure III.16) ; il y a donc coïncidence entre une teneur élevée en transcrits SaCO et la lumière pendant le traitement photopériodique. Ce résultat confirme que la lumière du JCD tombe bien dans la phase ‘photophile’ (dans le modèle de la coïncidence externe) et que c’est la coïncidence entre cette phase et la lumière qui permet l’induction de la floraison sans extension de la photopériode. Afin d’appuyer encore ce résultat, il serait intéressant de comparer le profil d’expression de SaCO pendant des JCDs inducteurs et non inducteurs de floraison, en nous basant sur les résultats physiologiques de Kinet et al. (1973).
L’analyse du patron d’expression de SaCO dans les deux systèmes d’induction photopériodique chez S. alba nous a, en outre, apporté un résultat inattendu : un deuxième moment de coïncidence entre une teneur élevée en transcrits SaCO et la lumière a été observé le surlendemain du traitement inducteur. Cette deuxième coïncidence – que nous appelons dans le chapitre III ‘le pic de la 56ème h’ - était totalement inattendue, puisqu’elle survient alors que les plantes sont revenues en JCs  (la 56ème h correspond à la fin de la période lumineuse du JC donné le surlendemain de l’induction florale ou JC2). Les plantes maintenues en JCs ne présentent pas ce pic. 

A notre connaissance, les analyses d’expression de CO chez les autres espèces n’ont pas été réalisées sur une période aussi longue suite à un changement abrupt de photopériode. Cependant, plusieurs hypothèses concernant la nature et le rôle de ce pic de la 56ème h peuvent être formulées :

· Le pic à la 56ème h pourrait résulter d’une perturbation de la rythmicité de l’expression de SaCO suite au traitement photopériodique donné précédemment. Nous suggérons d’examiner cette question en établissant les cinétiques d’expression d’autres gènes régulés par l’horloge biologique. 

· Nous avons observé que le pic de la 56ème heure est très amoindri si la lumière est éteinte 4h avant, voire supprimé si la lumière est éteinte 8h avant. L’activité transcriptionnelle de SaCO à la 56ème h semble donc nécessiter un facteur sensible à la lumière. Il serait dès lors très intéressant d’étudier l’activité de gènes agissant en amont de SaCO. Parmi ceux-ci , les gènes GI et FKF1 nous semblent particulièrement intéressants car ils sont régulés par l’horloge biologique et leur fonction dépend de la lumière (Imaizumi et al., 2003 ; Mizoguchi et al., 2005). 
· L’importance physiologique du pic de la 56ème heure est différente selon que les plantes sont induites à fleurir par un JL de 22h ou par un JCD. Nous avons en effet observé que la réponse florale des plantes au JL n’est pas affectée par l’absence du pic de la 56èmeh, alors que la réponse florale des plantes au JCD est réduite en l’absence de ce pic (Figure III.17). Le pic de la 56ème h ne semble donc pas indispensable à la transition florale ; peut-être exerce-t-il un effet quantitatif, visible uniquement dans le système d’induction alternatif. Il faut savoir en effet que le JCD fournit une induction qui, lors de nombreuses expériences, s’est révélée moins forte que celle obtenue après un JL de 22h (G. Bernier, communication personnelle). D’autre part le timing de l’induction et de l’évocation florale qui se produisent suite à un JL ou suite à un JCD sont différentes. Le pic de la 56ème heure survient vraisemblablement trop tard après le JL (par exemple SaMADS A est déjà activé dans le SAM à partir de la 24ème h, Bonhomme et al., 2000) ; il serait utile de minuter l’expression des gènes de l’évocation après un JCD pour étayer cette hypothèse.  

Les voies de la vernalisation et de la photopériode sont intriquées
S. alba est une plante dont la réponse florale à la vernalisation et à la photopériode est quantitative (Bernier 1969, Bodson, 1985). Nous confirmons en effet dans le chapitre II que des plantes vernalisées fleurissent en JCs, beaucoup plus rapidement que les plantes non vernalisées (Figure II.3). Cependant, des plantes non vernalisées de deux semaines sont induites par 2 JLs de 16h (figure II.8c) et des plantes de deux mois sont induites à fleurir par un unique JL (Figure III.15). Ces expériences confirment que ni la vernalisation ni les JLs ne sont absolument requis pour la floraison de S. alba. Les deux facteurs environnementaux exercent néanmoins un effet stimulateur additif : nous avons observé que la vernalisation des plantules augmente la réponse photopériodique, comme cela avait été rapporté antérieurement pour des plantes vernalisées au stade ‘semence imbibée’, ou ‘jeune plante adulte’ (Bernier, 1969 ; Bodson, 1985). Cela implique donc que les deux voies de promotion agissent sur les mêmes processus en aval. Nous avons observé une augmentation de l’expression de SaMADS A (homologue de AtSOC1) pendant la vernalisation en JCs, et ce même gène est exprimé dans le SAM 24h après le début du JL inducteur (Bonhomme et al., 2000). SaMADS A est donc bien un gène intégrateur chez S. alba comme chez A. thaliana ; il est en outre induit par une application d’une CK ou d’une GA à l’apex (Bonhomme et al., 2000). 
La sensibilité photopériodique augmente avec l’âge des plantes de S. alba (Bernier, 1969) ce que nous montrons également dans le chapitre II (Figure II.8c). Cette augmentation de sensibilité ne peut être expliquée par une diminution de la répression exercée par SaFLC, car l’activité de ce dernier ne varie pas avec l’âge des plantes, du moins dans les apex (Figure II.6c). La voie photopériodique peut donc outrepasser aisément la répression exercée par SaFLC. Chez A. thaliana, l’activation de AtFT par insertion d’un promoteur 35S supprime le phénotype ‘floraison tardive’ d’écotypes d’hiver caractérisés par une forte activité de AtFLC (et de FRI) ; cette stimulation passe par l’activation de AtSOC1 sans répression de AtFLC (Michaels et al., 2005).
Il a été postulé que l’augmentation de la ‘compétence’ à fleurir avec l’âge des plantes pourrait, chez A. thaliana, être liée à l’augmentation progressive du niveau d’expression de certains gènes dont AtFD (Abe et al., 2005), AtLFY (Blásquez et al., 1997) et AtTFL1 (Bradley et al., 1997). 

La sensibilité photopériodique augmente suite à un traitement vernalisant. Si cet effet a été largement illustré pour des vernalisations ‘types’, c’est-à-dire consistant en l’exposition prolongée des semences ou des plantules au froid (Bernier et al., 1981a), nous montrons ici qu’une vernalisation courte augmente la sensibilité à un traitement photopériodique donné juste après (Figure II.8c). Il serait dès lors très intéressant de savoir si cette courte période de vernalisation affecte le patron d’expression de SaCO observé pendant l’induction florale par les JLs. Au niveau génétique, cela signifierait que la répression de SaFLC peut modifier le profil temporel d’expression de SaCO. Cette hypothèse est cohérente avec plusieurs publications récentes montrant que la perte de fonction de FLC et la vernalisation (8 semaines à 2°C) raccourcissent – de manière indépendante - la périodicité circadienne chez A. thaliana (Edwards et al., 2006 ; Salathia et al., 2006). D’autre part, Corbesier et al. (1996) ont également observé que la photopériode critique de l’induction florale d’A. thaliana par un unique JL est raccourcie de 2h par une vernalisation de 2 semaines et de 4h par une vernalisation de 6 semaines. Cependant, un effet de courtes périodes de froid sur la périodicité circadienne semble antinomique avec la propriété intrinsèque de ‘compensation thermique’ de l’horloge biologique. Nous pourrions, pour éclaircir cette question, examiner en parallèle l’effet de durées croissantes de vernalisation sur l’expression de SaCO et d’autres gènes régulés par l’horloge biologique.  
L’effet de la vernalisation sur la sensibilité à la photopériode pourrait également être dû à l’action de FLC sur les gènes intégrateurs en aval de CO. Il faut cependant signaler que le mutant co a été initialement qualifié de ‘peu sensible à la vernalisation’ (Koornneef et al., 1991), bien que des résultats contradictoires aient été publiés plus tard (Chandler and Dean, 1994). Au niveau génétique, il a tout d’abord été montré que AtFLC réprime directement le gène AtSOC1 en se liant à son promoteur (Hepworth et al., 2002). Les deux gènes étant exprimés dans le SAM, la répression de AtFLC par la vernalisation lèverait son action inhibitrice sur AtSOC1. Cette hypothèse est confortée par le fait que nous observons, chez S. alba, une augmentation de l’expression de SaMADSA dans le SAM après 3 semaines de vernalisation en JCs ; il est donc possible que l’effet de l’induction photopériodique soit ‘additif’ par rapport à un état ‘déréprimé’ de SaMADSA/AtSOC1. Un effet direct de la vernalisation sur l’expression de SaMADSA ne peut être exclu : AtSOC1 est activé par la vernalisation, même en l’absence de AtFLC (Moon et al., 2003 ; Sheldon et al., 2006). De plus, Searle et al. (2006) ont récemment observé que l’effet inhibiteur de floraison de AtFLC s’exerce non seulement dans le SAM, mais également dans les feuilles. En effet, l’expression dirigée de AtFLC dans les cellules compagnes du phloème par un promoteur SUC2 ou dans le SAM par un promoteur KNAT1 retarde la floraison d’un mutant flc-3 et le retard est plus important lorsque AtFLC est exprimé simultanément aux deux endroits. Par des expériences d’immunoprécipitation chromatinienne, ces auteurs ont, d’autre part, montré qu’avant la vernalisation, AtFLC se lie directement à AtFT et empêche l’activation systémique de AtSOC1 dans le SAM. La vernalisation aurait donc également un effet dans les feuilles. 
Conclusion
Nous présentons dans notre travail une analyse moléculaire et fonctionnelle des gènes SaFLC et SaCO impliqués dans le contrôle de la floraison de S. alba par la vernalisation et la photopériode. Les deux voies de promotion de la floraison ont été étudiées séparément, puis connectées par l’étude des effets de la vernalisation sur la sensibilité photopériodique. Cette étude nous a donc permis de valider notre approche : nous avons caractérisé les outils moléculaires nous permettant d’adresser des questions physiologiques fondamentales, telles que l’effet de courtes périodes de vernalisation sur la réponse florale à la photopériode. Il est évident que la continuation de notre travail passe par l’étude des cibles de SaFLC et SaCO. L’étude de FT est particulièrement cruciale au vu des découvertes récentes sur son rôle d’intégrateur des voies de promotion de la floraison par la vernalisation et la photopériode chez A. thaliana. Cette recherche est en cours dans notre laboratoire. 
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