[image: image1.emf]                                                                      Figure 1.  Modèle simplifié des interactions possibles entre les gènes et les voies de promotion contrôlant le  temps de floraison chez  A. thaliana .  
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Contexte général de ce travail
Chez les Angiospermes, la floraison est une étape développementale cruciale, puisqu’elle ouvre la voie de la reproduction sexuée: du succès de celle-ci dépend la survie de la plupart des espèces. Il est donc essentiel que le moment de la transition florale soit contrôlé afin que la phase reproductrice se déroule dans des conditions environnementales favorables ; le synchronisme des individus d’une même espèce est de plus indispensable à la fécondation croisée et au brassage génétique. La floraison est également très importante pour l’homme, pour son alimentation, mais également pour son agrément. Il n’est dès lors pas surprenant que de nombreux scientifiques, tant systématiciens que physiologistes ou généticiens, aient consacré leurs recherches à la compréhension de ce processus. Dans cette introduction générale, nous renvoyons à des revues de littérature récentes et à l’ouvrage ‘The Physiology of Flowering’ du Prof. G. Bernier et de ses collaborateurs pour les travaux antérieurs à 1981, qui s’y trouvent résumés. Nous détaillerons dans les chapitres suivants les données bibliographiques nécessaires à la compréhension de notre travail.  
Dans les régions tempérées, la floraison de nombreuses espèces suit le déroulement des saisons et est contrôlée par la variation de deux facteurs environnementaux principaux: la photopériode et la température (revu dans Bernier et al., 1981a). Selon que les plantes réagissent à une augmentation ou à une diminution de la photopériode, elles sont classées en ‘plantes de jours longs (JLs)’ – qui fleurissent au printemps et au début de l’été - et ‘plantes de jours courts (JCs)’, qui fleurissent en automne. En ce qui concerne l’effet de la température, le froid hivernal a un effet positif important sur la floraison de certaines espèces ; ce processus physiologique est la vernalisation. Il existe aussi des espèces peu sensibles aux fluctuations de l’environnement et qui fleurissent de façon autonome après une phase plus ou moins longue de croissance végétative.  

L’étude physiologique de la floraison nécessite que la transition puisse être induite expérimentalement, de manière simple, reproductible, et synchrone. Aussi la plupart des études physiologiques ont-elles concerné des espèces présentant des exigences environnementales strictes. L’induction florale désigne l’étape initiale durant laquelle le signal environnemental est perçu ; la morphogenèse florale se déroule ultérieurement au sein du méristème de tige (shoot apical meristem, SAM), même si le facteur ‘inducteur’ a disparu. 

L’étude des effets du froid sur la floraison est assez complexe d’un point de vue physiologique car l’induction et la morphogenèse florales peuvent se produire à plusieurs semaines d’intervalle, durant lesquels les individus d’une même population se désynchronisent progressivement. De plus, dans de nombreux cas, le froid hivernal n’est pas directement inducteur mais rend les plantes ‘compétentes’ à fleurir au printemps, en réponse à l’allongement de la photopériode. Dans la nature, cette ‘double exigence’ permet aux plantes dont la floraison requiert la vernalisation de ne pas fleurir directement à la sortie de l’hiver, mais seulement au printemps. La mémoire de la vernalisation est le fait du SAM lui-même ; elle est maintenue alors que celui-ci édifie des organes végétatifs avant d’entamer la transition florale. 
Au contraire, l’induction de la floraison par la photopériode a un effet beaucoup plus direct sur la transformation du SAM et la morphogenèse florale peut être observée peu de temps après l’induction. Des ‘modèles’ ont ainsi été privilégiés pour leur aptitude à fleurir suite à un nombre restreint – voire un seul – cycle inducteur. Parmi les espèces inductibles par un seul cycle, citons les plantes de JLs Sinapis alba et Lolium temulentum, et les plantes de JCs Pharbitis nil et Xanthium strumarium. De ces travaux sont issus des concepts de base qui ont guidé les travaux ultérieurs (revu dans Bernier et al. 1981a ; Bernier, 1988): i) l’induction florale par la photopériode se déroule dans les feuilles, principalement dans les jeunes feuilles adultes ; ii) la perception de la photopériode implique des photorécepteurs – dont les phytochromes - et un mécanisme endogène de mesure du temps : l’horloge circadienne ; iii) l’induction des feuilles enclenche un processus de signalisation systémique: un ‘stimulus floral’ est transporté via le phloème jusqu’au SAM ; iv) l’arrivée de ce stimulus au SAM y induit une série d’événements moléculaires et cellulaires qui l’engagent de façon irréversible vers la morphogenèse florale ; c’est l’évocation florale. 
Depuis les années 1990s, l’état des connaissances de la floraison a été ‘révolutionné’ par les études génétiques menées sur Arabidopsis thaliana (Koornneef et al., 1991). Des mutants de la morphogenèse florale ont été parmi les premiers identifiés, grâce à leur phénotype spectaculaire. L’inflorescence d’A. thaliana étant une grappe, la transition florale marque le passage du SAM de l’état végétatif à l’état inflorescentiel ; le méristème inflorescentiel initie ensuite des fleurs sur ses flancs et reste lui-même indéterminé. Parmi les gènes dont la mutation perturbe ces étapes précoces de la morphogenèse florale, citons TERMINAL FLOWER 1 (TFL1) qui contrôle l’identité du méristème inflorescentiel, LEAFY (LFY) et APETALA1 (AP1) qui contrôlent l’identité des méristèmes floraux (revu dans Blázquez et al., 2006). Les fonctions de TFL1 et LFY/AP1 sont donc antagonistes, ce qui est cohérent avec leurs profils d’expression distincts : TFL1 s’exprime dans le centre du méristème inflorescentiel et inhibe l’expression de LFY/AP1 ; LFY et AP1 s’activent mutuellement dans les primordiums de fleurs, et y inhibent l’expression de TFL1.  En aval de ces gènes sont activés les gènes homéotiques qui spécifient l’identité des organes floraux dans les quatre verticilles des fleurs (sépales, pétales, étamines, carpelles). Le modèle ABC proposé par le Prof. E . Meyerowitz en 1991 – basé sur 3 classes de gènes exprimés chacun dans deux verticilles adjacents - s’est étendu à un modèle en ‘quartet’, selon lequel chaque verticille floral est spécifié par un complexe unique de 4 facteurs de transcription, appartenant aux gènes de classe A, B, C et à la famille des gènes SEPALLATA (SEP) (revu dans Robles and Pelaz, 2005). 
L’analyse génétique de la floraison chez A. thaliana a aussi éclairé la connaissance de l’étape d’induction florale. Bien que la floraison des écotypes Col et Ler (Columbia et Landsberg erecta) les plus utilisés dans les laboratoires en raison de leur cycle vital court soit peu exigeante vis-à-vis des conditions environnementales, elle présente une réponse quantitative à la photopériode et à la vernalisation (Napp-Zinn, 1969). L’identification et la caractérisation de mutants insensibles à ces facteurs environnementaux ont permis d’identifier des ‘voies de promotion de la floraison’ : les mutants insensibles à la photopériode ont été classés dans la voie de promotion par les JLs ; les mutants insensibles à la vernalisation ont défini la ‘voie de promotion par la vernalisation’, les mutants à floraison tardive mais restés sensibles aux JLs et à la vernalisation ont indiqué l’existence d’une ‘voie de promotion autonome’. Une quatrième voie – celle de la promotion de la floraison par les gibbérellines (GAs) – a été ajoutée suite à l’observation du fait que des mutants déficients en GAs ont une floraison très retardée, principalement en JCs (revu dans Bernier and Périlleux, 2005 ; Corbesier and Coupland, 2005). Ce modèle ‘à quatre voies’ n’a jamais été infirmé, mais il s’est progressivement complexifié par la découverte de multiples interactions entre les différentes voies, d’une part, et par la prise en considération des effets d’autres facteurs de l’environnement, d’autre part. Par exemple, la voie ‘autonome’ s’est avérée sensible à la température ambiante (Blásquez et al., 2003). A ce stade de notre rédaction cependant, nous conserverons le modèle initial des quatre voies de promotion de la floraison (Figure 1), plus de détails étant donnés dans les relevés bibliographiques spécifiques aux chapitres suivants. 
Figure 1. Modèle simplifié des interactions entre les gènes et les voies de promotion contrôlant le temps de floraison chez A. thaliana.
La voie de la promotion de la floraison par les JLs (revu dans Corbesier and Coupland, 2006) a pour acteur central le gène CONSTANS (CO) dont la transcription est régulée par l’horloge circadienne et dont le produit – un facteur de transcription à doigts de zinc - est stable uniquement dans certaines conditions d’éclairement. CO intègre ainsi les données temporelles et d’éclairement qui permettent la mesure de la photopériode. Il s’exprime dans les cellules compagnes du phloème des feuilles, et son activité dans ce seul tissu est nécessaire et suffisante à sa fonction; CO agit donc juste en amont de l’étape systémique de l’induction florale par la photopériode.  
La voie autonome et la voie de la vernalisation (revu dans Marquardt et al., 2006 ; Sung and Amasino, 2006) agissent en réprimant l’expression du gène FLOWERING LOCUS C (FLC) qui code pour un facteur de transcription à boîte MADS inhibiteur de floraison. L’expression de FLC dans le SAM est cohérente avec l’idée d’un effet de la vernalisation sur le méristème lui-même. La répression de FLC par la vernalisation est de nature épigénétique et implique la modification des histones. Les mutants de la voie autonome ont une floraison très retardée à cause d’un niveau d’activation de FLC élevé, mais les mécanismes de la répression de FLC par les composants de cette voie ne sont pas encore connus. Les gènes de la voie autonome tels que FCA codent pour des protéines impliquées dans le métabolisme des ARNs, ou dans le remodelage de la chromatine, dont les fonctions pourraient être plus générales que le contrôle du moment de la floraison. 

Les voies de contrôle de la floraison par CO et par FLC convergent pour réguler – in fine – les gènes d’identité des méristèmes floraux dont LFY et AP1. Cependant, les études plus récentes montrent que d’autres points de convergence sont situés plus en amont, au niveau de gènes qualifiés dès lors d’intégrateurs. Il s’agit de FLOWERING LOCUS T (FT) et de SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO 1 (SOC1), tous deux identifiés initialement comme cibles de CO, mais qui sont également régulés par FLC (revu dans Corbesier and Coupland, 2006) :  

FT, comme CO, est exprimé dans les cellules compagnes du phloème. En 2005, plusieurs équipes de chercheurs ont montré indépendamment que FT exerce une fonction systémique: il est exprimé dans les feuilles mais agit au niveau du méristème où il interagit avec la protéine FD, dans une voie conduisant à l’activation de AP1 (Abe et al., 2005; Wigge et al., 2005).  FT est activé par CO et réprimé par FLC, ce qui suggère que ce dernier n’exerce pas seulement sa fonction dans le SAM, mais également dans les feuilles (Michaels et al., 2005 ; Searle et al., 2006).  
SOC1 s’exprime partout dans la plante, mais est spécifiquement activé dans le SAM au début de l’évocation florale (Borner et al., 2000). Il se situe dans la voie d’activation menant à LFY. SOC1 et LFY sont tous deux activés par les GAs et intègrent donc la quatrième voie de promotion de la floraison chez A. thaliana (Blázquez et al., 1998 ; Eriksson et al., 2006). Bien que SOC1 ait été identifié initialement comme cible de CO, il semblerait que son activation dans la voie photopériodique survienne en aval de FT (Yoo et al., 2005), alors qu’il est directement réprimé par FLC (Hepworth et al., 2002). 
But du travail

Notre travail s’inscrit dans une volonté d’intégrer ces données génétiques dans l’ensemble des connaissances physiologiques acquises antérieurement sur le contrôle de la floraison. Ce but peut être suivi par deux approches: approfondir les connaissances physiologiques de la floraison chez A. thaliana, ou approfondir les connaissances génétiques de la floraison chez des espèces mieux décrites au niveau physiologique. Ces deux approches sont utilisées dans notre laboratoire, et de nombreuses observations faites initialement sur l’espèce S. alba se sont avérées applicables à A. thaliana, dans un système expérimental mis au point pour l’induction synchronisée de sa floraison par un seul JL (Corbesier et al. 1996 ; Bernier and Périlleux, 2005). Dans certains cas néanmoins, la petite taille de la plante, son port en rosette et sa propension à fleurir rapidement restent problématiques pour certaines expérimentations. L’autre approche, que nous avons utilisée dans le présent travail, consiste à intégrer les données génétiques et moléculaires dans un contexte physiologique préalablement bien caractérisé. Cette démarche est évidemment plus aisée pour des plantes proches de celles dont le génome est séquencé. 
Notre matériel d’étude est S. alba, la moutarde blanche, appartenant – comme A. thaliana – à la famille des Brassicaceae. Le port de S. alba est caulescent, y compris pendant la phase de croissance végétative. Dans des conditions expérimentales strictement contrôlées en phytotron, les plantes de S. alba âgées d’environ deux mois répondent à un seul JL inducteur (Bernier, 1963). Ce système expérimental a été analysé en détails dans notre laboratoire, de sorte que nous disposions, au début de notre travail, d’un ensemble cohérent de données sur la physiologie de la transition florale chez cette espèce (revu dans Bernier, 1989 ; Bernier and Périlleux, 2005), à savoir : la cinétique de l’induction photopériodique et du transport du stimulus floral, l’identité de composants potentiels du stimulus floral, une séquence d’événements caractéristiques de l’évocation florale, jusqu’à l’initiation des premiers primordiums de fleurs ~60h après le début du JL inducteur. En particulier, il avait déjà été montré que les gènes homologues à SOC1, à LFY et à AP1 sont activés à la transition florale selon des patrons tout à fait comparables à ceux décrits chez A. thaliana (Bonhomme et al., 2000 ; Bonhomme, 2002a ; Bonhomme, 2002b). 
Nous avons donc centré notre étude sur deux gènes de l’induction florale : FLC et CO. Notre choix a été encouragé par le fait que ces gènes sont conservés parmi les Brassicaceae (Robert et al., 1998 ; Lagercrantz and Axelsson, 2000 ; Tadege et al., 2001 ; Schranz et al., 2002). Comme nous l’avons résumé plus haut, FLC est l’acteur principal de la voie de la vernalisation et de la voie autonome, mais d’autres fonctions du gène ont été mises à jour par divers laboratoires pendant notre doctorat, qui ne font que renforcer son importance. FLC est en effet impliqué dans la régulation de l’horloge circadienne (Edwards et al., 2006 ; Salathia et al., 2006) et régule l’induction de la floraison par les hautes températures (Balasubramanian et al., 2006a). En ce qui concerne CO, son rôle est ‘strictement’ photopériodique ; son étude chez S. alba peut donc directement être intégrée aux données physiologiques acquises dans le système d’induction synchronisée de la floraison par un unique JL. 
Organisation du manuscrit

Notre rédaction comporte deux parties principales : 
La première partie de notre travail est consacrée au clonage (ADNc) et à l’étude fonctionnelle de SaFLC dans la vernalisation et la floraison de S. alba. La plupart des résultats obtenus sont présentés sous la forme d’un article, dans lequel nous mettons en relation l’expression de SaFLC avec la réponse florale à la vernalisation et aux JLs. Pour un complément d’information, celui-ci est suivi d’un ensemble de données complémentaires, que nous n’avons pas incluses dans l’article.  
La seconde partie de notre travail concerne le clonage (ADNc) de SaCO et l’étude de son profil d’expression au cours de l’induction synchronisée de la floraison par un JL. Nous montrons également l’expression de SaCO dans un système d’induction alternatif. Ces résultats seront publiés avec l’étude parallèle de SaFT, thème du travail d’un autre doctorant du laboratoire. 

Chaque partie de notre mémoire débute par un relevé de littérature concernant, respectivement, la réponse florale à la vernalisation et la réponse florale à la photopériode. La bibliographie est centrée sur les connaissances physiologiques de la floraison chez S. alba et les connaissances génétiques chez A. thaliana, que nous élargissons ensuite aux Brassicaceae. Nous avons donc inclus – à la suite de cette introduction – un bref chapitre sur la génétique de cette famille. Afin d’alléger les sections ‘Matériels et méthodes’, nous avons regroupé les protocoles expérimentaux types en annexe.  
Enfin, dans notre discussion générale, nous envisageons simultanément les rôles de SaFLC et SaCO et discutons des relations entre les voies de contrôle de la floraison chez S. alba ; cette mise en perspective est étendue aux autres espèces, dont  A. thaliana. 
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