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1 INTERET DE L'ETUDE DE LA BIOSYNTHESE DES
FLAVONOIDES ET PRESENTATION DE LA THESE

1.1 INTERET FONDAMENTAL

La biosynthese des flavonoides a fait 1’objet de nombreuses recherches chez plusieurs
especes veégétales permettant des analyses de génétique moléculaire et choisies comme
modeles d'étude (par exemple le mais - Zea mays, le pétunia - Petunia hybrida, le muflier -
Antirrhinum majus, et plus récemment Arabidopsis thaliana ; Koes et al., 1994 ; Lepiniec et
al., 2006 ; Quattrochio et al., 2006). Les principales étapes enzymatiques aboutissant a la
synthese de ces composés ont été caractérisées a ce jour, excepté pour la biosynthese des
anthocyanes et des proanthocyanidines (PA) pour lesquelles certaines étapes n’ont pas encore
été élucidées (Winkel-Shirley, 2001). En plus de l’intérét présenté par une meilleure
compréhension de la biochimie de ces composeés, la voie de biosynthése des flavonoides
constitue plus généralement un modele pour I’étude de 1’organisation du métabolisme
secondaire chez les végétaux. Par exemple, les mécanismes permettant la synthése de ces
composés dans le cytoplasme puis leur transfert spécifique dans la vacuole font actuellement
I’objet de nombreuses études (Mueller et Walbot, 2001 ; Winkel, 2004 ; et §83.2.5). D’autre
part, la régulation spatiale et temporelle de la biosynthese des flavonoides est trés stricte avec
une possibilité¢ de déclenchement en réponse a des stimuli endogenes (métaboliques ou
hormonaux) ou environnementaux (réponse a la lumiére, au froid et aux pathogénes)
caractéristiques de voix de signalisation qui restent encore a préciser (Winkel-Shirley, 2002).
Les régulateurs de la production des anthocyanes chez le mais furent parmi les premiers
facteurs de transcription isolés chez les végétaux (Paz-Ares et al., 1987 ; Dellaporta et al.,
1988) et de facon surprenante pour cette époque réveélerent une forte homologie avec des
facteurs de transcription de mammiferes. Leur caractérisation fonctionnelle a permis depuis
de mettre en évidence un mécanisme d’interaction entre deux familles de facteurs de
transcription, les facteurs MYB et les facteurs bHLH (84.3.2). Ce mécanisme ne semble pas
limité a la régulation de la biosynthese des flavonoides, au contraire, il pourrait étre a la base
de I’action de nombreuses protéines MYB et bHLH, deux familles de facteurs qui ont connu
une forte extension chez les plantes (Dubos et al., 2010 ; Heim et al., 2003 ; Stracke et al.,
2001 ; Toledo-ortiz et al., 2003). La régulation de la biosynthése des flavonoides s'est donc

imposee plus largement comme un véritable modele d’étude de la régulation de I’expression



des génes chez les végétaux, c’est pourquoi, elle fait 1’objet de nombreuses recherches visant

a mieux comprendre les mécanismes mis en jeu.

1.2 INTERET BIOTECHNOLOGIQUE

Parmi les métabolites secondaires produits par les vegétaux, de nombreux composes
présentent un intérét pharmaceutique. Cependant, leur production en faible quantité rend
souvent difficile leur utilisation et méme leur évaluation thérapeutique. De plus, la complexité
des structures chimiques ne permet pas toujours de produire ces composés par les méthodes
de chimie classique. Une solution envisagée serait la modification in planta du niveau de
production des composés d’intérét par des méthodes biotechnologiques (Gantet et Memelink
2002 ; Grotewold, 2008 ; Schillmiller et al., 2008). Dans ce but, de nombreux essais ont été
réalisés, utilisant comme mode¢le la biosynthése des anthocyanes en cherchant tout d’abord a
modifier la couleur des fleurs de certaines especes ornementales (Forkmann et Martens,
2001). Plusieurs essais d’augmentation de la production des flavonols, des PA ou des
isoflavonoides ont également été réalisés (Bovy et al., 2002 ; Robbins et al., 2003 ; Liu et al.,
2002). Ces travaux ont par ailleurs permis de mettre en évidence et de mieux caractériser les
mécanismes de co-suppression se produisant par exemple lors de 1’expression ectopique de la
chalcone-synthase (CHS) chez le pétunia et caractéristiques de réponses a certains pathogénes
(Metzlaff et al., 1997 ; Que et al., 1997).

1.3 OBJECTIFS DE LA THESE ET PRESENTATION DU MEMOIRE

L'objet de ce manuscrit de thése est de constituer une synthése bibliographique de
'état des connaissances actuelles sur la biosynthése des flavonoides en détaillant les
différentes €tapes enzymatiques mais surtout en s'attachant a décrire les avancées récentes
dans la compréhension des mécanismes de régulation de ces enzymes. Tout d'abord, les
composés flavonoiques, leur structure, leur fonction présumée chez les végétaux et leur
importance en nutrition animale et humaine sont présentées (§2). Puis un intérét particulier est
apporté a la plante modéle A. thaliana pour laquelle de nombreuses données génétiques et
biochimiques sont disponibles, concernant notamment la biosynthése d'une classe particuliere
de flavonoides : les PA (§3). Ces composés sont accumulés dans les téguments de la graine
d'A. thaliana et ont fait l'objet d'études lors d'un travail de recherche effectué dans le

laboratoire de Biologie des Semences du centre INRA de Versailles (A. Baudry, These de
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doctorat en Sciences, 2004). Aprés une présentation des principales classes de protéines
régulatrices des PA : MYB, bHLH et a domaine WDR (§4 et 5), des résultats concernant le
mode d'action de plusieurs de ces protéines sont présentés sous la forme de trois publications
scientifiques. Une premicre publication (Baudry et al., 2004 ; §6) décrit la formation d'un
complexe de facteurs de transcription entre les régulateurs TT2 (MYB), TT8 (bHLH) et
TTGI1 (WDR) et I'importance de ce complexe pour l'activation des enzymes de biosynthese,
notamment BANYULS (BAN). Les mécanismes de régulation de 778 et l'existence d'une
boucle d'auto-régulation amplifiant l'expression de ce géne sont décrits dans une seconde
publication (Baudry et al., 2006 ; §7). Enfin, les résultats obtenus pour la caractérisation d'un
régulateur négatif de la biosynthése des flavonoides sont présentés dans une troisiéme

publication (Dubos et al., 2008 ; §8).



2 GENERALITES SUR LES COMPOSES FLAVONOIQUES
2.1 LES FLAVONOIDES CHEZ LES VEGETAUX

2.1.1 Structure des flavonoides

Les flavonoides forment une famille de composés issus du métabolisme secondaire
des végetaux dont plus de 4000 membres ont été caractérisés a ce jour (Forkmann et Heller,
1999). Ce sont des composés polyphénoliques possédant un squelette carboné de type C6-C3-
C6 formé de deux cycles aromatiques (A et B) et d’un hétérocycle contenant un atome
d’oxygene (C). Suivant le niveau d’oxydation de I’hétérocycle central C, plusieurs familles de
composés ont été définies, elles sont présentées dans la Figure 1. Le premier flavonoide
synthétisé, servant de point de départ a la synthése des autres composés, est une flavanone (2)
comme par exemple la naringénine ou 1’eryodictyol. L’hydroxylation en position 3 permet la
formation de dihydroflavonols (3; dihydrokaempférol, dihydroquercétine et
dihydromyricétine), dont la réduction du groupement cétone en position 4 conduit aux flavan-
3,4-diols aussi appelés leucoanthocyanidines (4 ; leucopélargonidine, leucocyanidine et
leucodelphinidine) puis aux flavan-3-ols (5; afzéléchine, [épi]-catéchine et [épi]-
gallocatéchine). La formation d’une double liaison entre les atomes de carbone 2 et 3 des
flavanones et des dihydroflavonols conduit a la formation de flavones (6 ; apigénine et
lutéoline) et de flavonols (7 ; kaempférol, quercétine et myricétine), respectivement. Les
anthocyanidines (8 ; pélargonidine, cyanidine et delphinidine) sont les précurseurs des
anthocyanes, elles présentent un systeme de doubles liaisons conjuguées dans leur molécule,
qui est a I’origine de la couleur rouge ou bleue de ces composés. Les proanthocyanidines (PA,
9) sont ainsi nommées car a la suite d’une hydrolyse en milieu acide elles permettent de
former des anthocyanidines. Ce sont des polymeres (propélargonidine, procyanidine et
prodelphinidine) résultant de la condensation d'unités de flavan-3,4-diols ou de flavan-3-ols a
partir d’une molécule de départ de type flavan-3-ol (le plus souvent la catéchine ou
I’épicatéchine). Les isoflavones (10; daidzéine et génistéine) se distinguent des autres
composés par la fixation du noyau B en position 3 de I’hétérocycle (au lieu de la position 2).
Les chalcones (11 ; naringénine-chalcone) et les aurones (12 ; hispidol) bien que ne présentant
pas le squelette typique des flavonoides sont originaires de la méme voie de biosynthese. En
plus de ces variations de la structure de 1’hétérocycle, plusieurs modifications peuvent se

produire pour les cycles aromatiques A et B, comme par exemple des hydroxylations, des
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méthylations, des glycosylations (O- ou C-glycosylations), des acylations ou des prénylations.
Ces nombreuses modifications sont a 1’origine de 1’extraordinaire diversité des flavonoides

chez les végétaux.
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Figure 1 : Structure chimique des flavonoides (Forkmann et Heller, 1999)

Dans la molécule de base des flavonoides (1), le 4-coumaroyl-CoA et les trois unités de malonyl-CoA a I’origine
de la structure caractéristique en C6-C3-C6 sont signalés par des traits gras. En fonction du niveau d’oxydation
de I’hétérocycle central C, on distingue : les flavanones (2), les dihydroflavonols (3), les flavan-3,4-diols (4), les
flavan-3-ols (5), les flavones (6), les flavonols (7) et les anthocyanidines (8). Les PA (9) sont des polymeéres du
noyau flavonoide. Les isoflavones (10) se distinguent des autres classes par une fixation du noyau B en position
3 de I’hétérocycle (au lieu de la position 2). Les chalcones (11) et les aurones (12), bien que ne possédant pas la
structure typique des flavonoides, ont la méme origine biosynthétique.

2.1.2 Fonctions des flavonoides chez les végétaux

Protection contre les rayonnements UV et contre les stress oxydants

Les flavonoides sont des composés qui absorbent les rayonnements lumineux dans le
domaine visible et dans UV ou se situe leur maximum d’absorbance. Accumulés
principalement dans les tissus épidermiques, ils peuvent jouer un rdle d’écran protecteur vis-
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a-vis de ces radiations (Bohm, 1998). D’ailleurs, I’expression des geénes de biosynthése des
flavonoides comme celle de nombreux génes de biosynthese des phénylpropanoides suit un
rythme circadien et précéde le lever du jour (Harmer et al., 2000) et elle peut étre fortement
induite a la suite d’irradiations artificielles (Ferreyra et al., 2010). Les principaux composes
impliqués dans ce rdle protecteur sont les flavonols et d’autres polyphénols, les esters de
I’acide sinapique. Les plantes qui ne produisent pas ces composés sont plus sensibles aux
rayonnements UV de type B (280 a 320 nm) et aux stress oxydants qu’ils induisent, dont les
effets déléteres non spécifiques se traduisent par la formation de lésions foliaires et une
inhibition de croissance (Li et al., 1993a; Landry et al., 1995). Ce role antioxydant a
¢galement pour conséquence de limiter les dommages de I’ADN causés par les espéces
réactives de I’oxygene (oxygene singulet). Un effet protecteur a pu étre montré a la fois in

vitro et in vivo (Kootstra, 1994 ; Filkowski et al., 2004).

Attraction des pollinisateurs et dispersion des graines

Les flavonoides sont les principaux pigments et co-pigments rencontrés chez les
végétaux (Grotewold, 2006). Chez certaines especes, 1’accumulation des anthocyanes et des
flavonols dans les pétales constitue un signal visuel pour [I’attraction des insectes
pollinisateurs, en complément de I’attraction chimique (Bohm, 1998). En accord avec cette
fonction, 1’activité transcriptionnelle des genes codant pour les enzymes de production des
anthocyanes est maximale dans 1I’épiderme des pétales, juste avant I’ouverture de la fleur de
pétunia (Petunia hybrida ; Koes et al., 1994). L’accumulation des flavonoides dans les fruits

joue aussi un rdle dans ’attirance des animaux dispersant les graines.

Germination du grain de pollen et croissance du tube pollinique

Les flavonoides s’accumulent dans les anthéres et le pistil de nombreuses espéces
végétales. Leur importance a tout d’abord €t€¢ mise en évidence par 1’isolement de mutants
stériles de mais (Zea mays) et de pétunia affectés dans la production de flavonoides (mutants
de CHS ; Taylor et Jorgensen, 1992). Les composés impliqués sont le kaempférol et d’autres
flavonols glycosylés (diglucosides spécifiques du grain de pollen), leur présence dans les
stigmates stimule la germination du grain de pollen et la croissance du tube pollinique (Mo et
al., 1992 ; Vogt et Taylor, 1995). Cette propriété a éte utilisee pour la génération de mutants

males stériles par inactivation de la synthése de ces composés dans le grain de pollen
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(utilisation pour la production d’hybrides ; Forkmann et Martens, 2001). Cependant, chez
certaines plantes comme A. thaliana, le muflier (Antirrhinum majus) ou le persil
(Petroselinum crispum), la fertilité des mutants de biosynthése des flavonoides n’est pas
affectée, ce qui indique que ce role des flavonoides n’est pas universel (Burbulis et al., 1996 ;

Bohm, 1998).

Messagers secondaires dans [’interaction plante-microorganismes

Les flavonoides jouent un rdle particulier dans les interactions symbiotiques entre les
plantes de la famille des Légumineuses et les bactéries des genres Rhizobium, Bradyrhizobium
et Azorhizobium (Lima et al., 2009 ; Magori et Kawaguchi, 2009 ; Peters et al., 1986 ;
Redmond et al., 1986). Les flavones exsudées par les racines des Légumineuses sont
importantes pour les premicres étapes de I’interaction entre la plante et la bactérie. Elles ont
un effet chémo-attracteur de la bactérie présente dans le sol, chez qui elles déclenchent
I’expression des genes de nodulation (génes Nod). La structure chimique des flavones
exsudées est variable suivant les espéces de Légumineuses. Cette diversité participe a
I’établissement d’une véritable spécificité entre la plante hote et la bactérie, de facon
complémentaire avec la variabilité de la structure des lipochitooligosaccharides (facteurs
Nod) émis par la bactérie (Schultze et Kondorosi, 1998).

Défense contre les pathogénes

Les flavonoides appartiennent a la classe des phytoalexines, c'est-a-dire aux molécules
qui sont synthétisées par les plantes aprés une exposition a des pathogeénes (Field et al., 2006).
Les isoflavonoides des Légumineuses (maackiain et mucronulatol), les flavans et les
flavanones ont une activité antifongique (Harborne et Williams, 2000). Par exemple, de
fortes concentrations de maackiain dans les feuilles de certaines Légumineuses ont été

corrélées a une résistance aux infections par Botrytis cinerea.

Régulation du transport des auxines

Plusieurs travaux suggérent que les flavonoides ont un rdle dans la régulation
endogene du transport des auxines (Peer et Murphy, 2007). Tout d’abord, il a été montré un

effet inhibiteur in vitro des transporteurs d’efflux d’auxine par la quercétine et le kaempférol
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(Jacobs et Rubery, 1988). Lors de cultures d’A. thaliana sur des milieux contenant un
précurseur de ces composés (naringenine), un effet inhibiteur de la croissance et du
gravitropisme des racines a été observe, ce qui est caractéristique des inhibiteurs du transport
de I'auxine (Brown et al., 2001). Le mutant tt4 d’A. thaliana (mutant de CHS) présente des
inflorescences moins développées que le type sauvage mais avec un nombre plus important de
tiges et de racines secondaires, en accord avec une possible perturbation de la distribution des
auxines (Brown et al., 2001). Cet effet inhibiteur des transporteurs d’efflux d’auxine aurait
pour conseéquence de moduler la concentration locale en auxine. Par exemple, les flavonols
accumulés a la jonction entre I’hypocotyle et la racine, pourraient permettre de limiter
I’induction des racines secondaires par I’auxine produite dans les parties végétatives (Murphy
et al., 2000). Dans la pointe racinaire, la modulation du taux de flavonoides en réponse aux
conditions environnementales aurait un effet direct sur le transport de 1’auxine et son controle

du développement de la racine en réponse a la gravité et a la lumiere (Buer et Muday, 2004).

Role des flavonoides de la graine

Les flavonoides sont présents dans les graines de tous les végétaux. En plus des réles
déja décrits dans la dispersion des graines, la protection contre les stress oxydants ou contre
les pathogénes, des propriétés supplémentaires sont liées a 1’accumulation des PA (Rajjou et
Debeaujon, 2008 ; Winkel-Shirley, 1998). Ces polymeres de flavonoides sont présents dans
les graines de sorgho (Sorghum bicolor), d’orge (Hordeum vulgare) et de la plupart des
Dicotylédones. Par leurs propriétés mécaniques, les PA interviennent dans le renforcement de
la structure des téguments. En conséquence, leur présence va augmenter la dormance mais

aussi la longévité des graines (Debeaujon et al., 2000).

2.2 IMPORTANCE DES FLAVONOIDES EN NUTRITION HUMAINE
ET ANIMALE

2.2.1 Intérét des flavonoides en alimentation humaine

Introduction
Les flavonoides sont présents en quantité importante dans de nombreux aliments
d’origine végétale, comme les fruits, le thé, le café, le cacao et le vin. Plusieurs études ont

révelé leurs effets bénéfiques, en montrant notamment une corrélation entre une alimentation
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riche en flavonoides et une réduction des risques de survenue de plusieurs maladies
chroniques comme les accidents vasculaires ou certains cancers (Knekt et al., 2002 ; Ross et
Kasum, 2002). Ces effets sont liés au pouvoir antioxydant de ces composés, a 1’inhibition
spécifique de nombreuses enzymes et a un effet protecteur vasculaire. De plus, d’autres
propriétés intéressantes peuvent étre attribuées a certains flavonoides ayant une structure
chimique particuliere.

Malgré ces nombreux effets bénéfiques, il n'est cependant pas recommandé de
supplémentation systématique par les flavonoides car une alimentation variée, équilibrée et
avec un apport calorique suffisant réussit a couvrir les besoins naturels d'un Homme sain
(recommandations de I'Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments - AFSSA -
2007). De plus, les flavonoides se prétent mal a une supplémentation car lorsqu'ils sont
administrés sous forme synthétique ou bien aprés purification, leur absorption reste faible en
raison d'une biodisponibilité réduite, par exemple elle serait inférieure a 25% dans le cas de
I'nespéridine (Ameer et al., 1996). Cette absorption serait par contre facilitée pour les
flavonoides présents naturellement dans les aliments gréace a la présence d'autres composés et
peut varier de facon importante suivant la source. Par exemple pour la quercétine, il a été
observé une absorption plus efficace a partir d'oignon que de thé (Ross et Kassum, 2002).
Plus récemment, une biodisponibilité de 80% a été décrite pour les flavonoides présents dans
la propolis (Gardana et al., 2007).

Par contre, les flavonoides de pamplemousse, parmi d'autres composés, ont des
propriétés inhibitrices du cytochrome CYP3A4, une enzyme intervenant dans le métabolisme
des xénobiotiques et donc pouvant affecter la biodisponibilité de nombreux médicaments
(Uno et Yasui-Furukori, 2006). Cet effet justifie de déconseiller la consommation de
pamplemousse lors de certains traitements (médicaments immunosuppresseurs comme le
tacrolimus et la ciclosporine ou hypocholestérolémiants - atorvastatine et simvastatine).

D'autre part, il existe peu de données pharmacologiques concernant les PA, car ces
composes sont difficiles & extraire et a caractériser chimiquement et ils ont été souvent oubliés
des études systématiques visant a évaluer I’activité des flavonoides (Bohm, 1998 ; Santos-
Buelga et Scalbert, 2000). Cependant, une nouvelle approche consistant a introduire des
graines de mutants d'A. thaliana dans le régime alimentaire de rats de laboratoire a été
récemment mise en place (Luceri et al., 2008). Afin de comparer les effets des différentes
classes de flavonoides, plusieurs mutants affectés dans la biosynthése de certains composés

ont été sélectionnés ainsi que le type sauvage comme référence. Bien que cette étude ait
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permis de confirmer un effet bénéfique lié aux flavonols et aux anthocyanes, elle n'a pas

permis de mettre en évidence un effet spécifique lié aux PA.

Role antioxydant

De par leur effet réducteur, les flavonoides participent a I’inactivation des especes
oxydantes (radicaux libres, anion superoxyde et oxygene singulet). L’efficacité de cette
inactivation est liée principalement a la présence d’un groupement catéchol sur le cycle B
(c’est le cas par exemple pour la catéchine, la lutéoline et la quercétine), a la double liaison
entre le C2 et le C3, et au groupement carbonyle présent en C4 (Harborne et Williams, 2000).
Il a été également mis en évidence une augmentation de cet effet antioxydant lors de
I’association des flavonoides sous forme de polymeres (PA ; Ross et Kasum, 2002). L’effet
antioxydant déterminé in vitro serait supérieur a celui des vitamines C et E (Rice-Evans,
1997).

Activiteé anti-inflammatoire

Plusieurs activités des flavonoides sont expliquées par leur propriété de liaison aux
protéines qui se traduit par une inhibition de certaines enzymes (Bohm, 1998). Par exemple,
ils sont capables d’inhiber plusieurs enzymes intervenant dans la genese de la réaction
inflammatoire : la cyclo-oxygénase, la 5-lipoxygénase et la prostaglandine endoperoxyde
hydrogen synthase (PGHS). En ce qui concerne cette derniére enzyme, la cyanidine semble
avoir un effet inhibiteur spécifique de I’isoforme PGHS-2, ce qui permet un effet anti-
inflammatoire en évitant les effets indésirables liés a une inhibition concomitante de I’activité
de PGHS-1, comme par exemple la formation d’ulcéres gastriques (Harborne et Williams,
2000).

Effet protecteur vasculaire

L’effet protecteur vasculaire, aussi appelé propriété vitaminique P, est la conséquence
de lactivité des flavonoides sur plusieurs composants du sang et des vaisseaux (Harborne et
Williams, 2000 ; Santos-Buelga et Scalbert, 2000). Cet effet permet d’expliquer les
corrélations observées entre une alimentation riche en flavonoides et une réduction du risque
de survenue d’accidents vasculaires (Ross et Kasum, 2002). En raison de leur role
antioxydant, les flavonoides ont un effet inhibiteur de la peroxydation des lipides du sang
(LDL), processus qui intervient précocement dans 1’athérosclérose. Une action inhibitrice a

aussi été mise en évidence sur les plaquettes qui participent a la formation de la plaque
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d’athérome. Cette activité serait li¢e a I’inhibition de la phosphodiestérase de I’AMPc
plaquettaire, entrainant une réduction de la capacité d’agrégation des plaquettes et de leur
production de meédiateurs pro-inflammatoires (thromboxane A2). En plus de cette action anti-
athéromateuse, les flavonoides auraient également un réle protecteur des capillaires sanguins
en renforcant leur résistance, par action sur les cellules endothéliales (inhibition de I’activité
de I’adénosine désaminase).

Cet effet protecteur vasculaire des flavonoides est un des facteurs avanceés pour
justifier le « French Paradox ». En effet, des études épidémiologiques réalisées dans le sud de
la France ont révélé une mortalité faible liée aux maladies cardiovasculaires, malgré plusieurs
facteurs de risque importants comme le tabagisme ou une alimentation riche en graisses (Lekli
et al., 2010 ; Lippi et al., 2010 ; Renaud et De Lorgeril, 1992 ; Vidavalur et al., 2010). Ce
paradoxe pourrait s’expliquer en partie par la consommation modérée de vin rouge qui
contient une grande quantité de polyphénols. Le principal flavonoide est la catéchine avec une
concentration moyenne de 190 mg/l (Harborne et Williams, 2000). Les autres polyphénols
présents sont 1’acide gallique (95 mg/1), 1’épicatéchine (82 mg/1), la malvidine 3-glucoside (24
mg/l), la rutine (9 mg/l), la myricétine (8 mg/l), la quercétine (8 mg/l), ’acide cafféique (7
mg/l), la cyanidine (3 mg/l) et le resvératrol (1.5 mg/I).

Propriétés antibactériennes et antivirales

Du fait de leur activité anti-microbienne chez les plantes, de nombreuses études ont
recherché a mettre en évidence des effets antibactériens ou antiviraux des flavonoides, dans le
but d’une utilisation de ces molécules en médecine. Plusieurs composés ont été isolés, dont
certains sont efficaces in vitro contre Staphylococcus aureus (isoflavones de soja ; Harborne
et Williams, 2000 ; Wang et al., 2010). D’autres composés comme la baicalin (5,6,7-
trihydroxy-flavone 7-glucuronide) isolée de Scutellaria baicalensis semblent avoir une
activité inhibitrice de la réplication du virus du SIDA en interférant in vitro avec son mode
d'infestation des cellules CD4 (Li et al., 2000 ; Li et al., 1993b).

Propriétés des phyto-oestrogenes

Certaines propriétés des flavonoides sont propres a une classe particuliére de
composés : les isoflavonoides des Légumineuses (Dixon, 2004). Ces molécules, par exemple
la génistéine et la daidzeine, peuvent se lier aux récepteurs aux oestrogénes des mammifeéres
et de ce fait avoir une activité oestrogénique ou antioestrogénique. Dans ce dernier cas, il se

produit alors une compétition avec 1’estradiol endogéne. Bien que les mécanismes mis en jeu
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ne soient pas encore bien compris, un risque plus faible de survenue de certains cancers
(cancer du sein et cancer de la prostate) a pu étre associé au régime riche en soja et donc en
isoflavonoides des populations asiatiques. D’autre part, les isoflavonoides sont utilisés Sous
forme de compléments alimentaires pour prévenir la survenue des troubles lies au déficit
d’oestrogénes aprés la ménopause : ostéoporose et bouffées de chaleur. Cependant, 'AFSSA
(2005) recommende de limiter leur consommation quotidienne chez l'adulte @ 1 mg/kg en
raison d'effets indésirables décrits lors de plusieurs études menées sur modeles animaux. De
plus, leur consommation est déconseillée aux femmes ayant des antécédents personnels ou
familiaux de cancer du sein, aux femmes enceintes et aux enfants de moins de 3 ans (dans ce
dernier cas, afin de prévenir la survenue de problemes de maturation des organes sexuels ou
de fertilité).

2.2.2 Intérét spécifique des PA en alimentation animale

Des effets bénéfiques, spécifiques des PA, ont été mis en évidence lors de 1’addition
de certaines Légumineuses au fourrage des herbivores (Aerts et al., 1999). Ces plantes qui
accumulent des PA dans leurs feuilles et leurs bourgeons sont le sainfoin (Onobrychis
viciifolia) et le lotier (Lotus corniculatus et L. pedonculatus). Les fourrages qui en contiennent
a hauteur de 2 a 4 % du poids sec en PA, permettent une amélioration du métabolisme digestif
des protéines. Cet effet est attribué a la formation de complexes réversibles entre les PA et les
protéines lors de leur passage dans le rumen, évitant ainsi leur fermentation rapide par les
micro-organismes qui y sont présents. La digestion des protéines se produit alors dans
I’intestin et I’absorption des acides aminés (aa) essentiels est alors favorisée. En conséquence,
de meilleurs rendements en laine (amélioration de 11 %) ou en lait (amélioration de 21 %) ont
été observés. Un autre effet bénéfique des PA est lié a leurs propriétés antiparasitaires sur les
parasites intestinaux (helminthes). Par contre, pour des concentrations trop élevées (6 a 12 %
du poids sec), les PA ont un effet anti-digestif en empéchant 1’absorption des aliments par
I’intestin. Afin de pouvoir disposer de plantes présentant a la fois les effets bénéfiques des PA
et une haute valeur nutritive, des essais d’hybridation somatiques entre le sainfoin et la
luzerne (Medicago sativa) ont été réalisés. Mais 1’échec de ces premiéres approches a favorisé
la mise en ceuvre de méthodes biotechnologiques dans plusieurs pays, dans le but
d’augmenter la production des PA dans les feuilles de luzerne (Aerts et al., 1999).

Au contraire, la présence de PA et d’autres polyphénols dans les graines de colza

(Brassica napus) représente un obstacle a I’utilisation des tourteaux de colza en alimentation
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animale (Auger, 2010 ; Naczk et al., 1998 ; Marles et Gruber, 2004). Ces résidus de
I’extraction des huiles sont composés a 40 % de protéines et possédent une haute valeur
nutritive. Mais la présence de quantités importantes de PA, en plus de conférer une amertume
et une astringence aux tourteaux, diminue la biodisponibilité des protéines par formation de
complexes. L’amélioration de certains caractéres génétiques de la graine de colza par des
procedés biotechnologiques pourrait permettre une meilleure valorisation des tourteaux de
colza et de nombreuses recherches sont effectuées dans ce but (N. Nesi, INRA de Rennes ; L.

Lepiniec, INRA de Versailles ; les travaux présentés dans ce memoire de thése).
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3 LABIOSYNTHESE DES PA CHEZ ARABIDOPSIS THALIANA

3.1 METHODE D’ETUDE

Les principales méthodes mises en ceuvre pour la caractérisation des étapes impliquées
dans la biosynthese des PA sont des méthodes génétiques. En effet, les méthodes
biochimiques d’isolement d’enzymes a partir de tissus accumulant les PA sont difficiles a
réaliser, du fait de I’agrégation non spécifique de ces composés avec les protéines. Plusieurs
approches de génétique ont donc éte développées chez A. thaliana, aboutissant a la
constitution de collections de mutants de biosynthése des PA (Abrahams et al., 2002 ;
Lepiniec et al., 2006 ; Nesi, 2001 ; Wisman et al., 1998 ; Tableau 1). Pour cette approche, A.
thaliana présente I’avantage d’une organisation relativement simple de la voie de biosynthése
des flavonoides, puisque la plupart des génes codant pour les enzymes impliquées sont
présents en copie unique dans le génome, a I’exception de la flavonol synthase (FLS ;
Winkel-Shirley, 2001).

Chez A. thaliana, les PA sont accumulées uniquement dans les téguments de la graine
a laquelle elles confeérent une coloration brune. Lors d’une perturbation de la production de
ces composés, les graines produites ont une couleur jaune qui est due aux caroténoides de
I’embryon (Koornneef, 1990), les téguments étant devenus « transparents». D’ou
I’appellation de mutant transparent testa (tt) attribuée aux mutants de biosynthése des PA.
Selon 1’élément touché par la mutation, la production des autres flavonoides (anthocyanes et
flavonols) peut aussi étre affectée. Chez les deux mutants ttgl et ttg2, pour transparent testa
glabra, le phénotype tt est associé a une perturbation de la production des trichomes et des
mucilages dans les graines (Koornneef, 1981). Un autre mutant criblé sur la base du
phénotype de la couleur de la graine est le mutant banyuls (ban). A cause de I’accumulation
d’un composé intermédiaire coloré, probablement de la cyanidine, les graines de ce mutant
sont de couleur violette, puis grise aprés maturation (Albert et al., 1997).

Dans le but d’identifier d’autres mutants affectés dans la production des PA, un crible
a eté effectué par coloration de la graine avec du p-diméthylaminocinnamaldéhyde
(DMACA), un réactif spécifique des PA et de leurs précurseurs directs (flavan-3,4-diols et
flavan-3-ols). Des mutants correspondant a six groupes de complémentation ont été isolés :
tds1-6 pour tanin deficient seed (Abrahams et al., 2002). La mutation ban étant épistatique
sur la plupart des mutations tds (tdsl, 2, 3, 5, 6), il a été proposé que les mutants tds soient

affectés dans des étapes spécifiques de la production des PA telles que le transport ou la

-19-



condensation des monomeres (Abrahams et al., 2003). Cependant, la possibilité que certains
mutants tds soient alléliques aux mutants tt non encore caractérisés au niveau moléculaire (tt9,
11, 13-15, 17) n’a pas été envisagée et la question reste entiere quant a savoir si les nouveaux

mutants isolés par ce criblage correspondent ou pas a de nouveaux loci.

Mutant Phénotype Locus Protéine Référence
ban graine grise Atl1g61720 | ANR Devic et al., 1999
tds1-3,5, | production d’épicatéchine, pas de PA, | - - Abrahams et al., 2002
6 brunissement graine apres la récolte
ttl graine jaune At1g34790 Zn finger Sagasser et al., 2002
tt2 graine jaune At5g35550 | R2R3-MYB Nesi et al., 2001
tt3 graine jaune At5g42800 | DFR Shirley et al., 1992
tt4 graine jaune At5g13930 [ CHS Feinbaum et Ausubel, 1988
tt5 graine jaune At3g55120 | CHI Shirley et al., 1992
tt6 graine marron péle At3g51240 F3H Wisman et al., 1998
tt7 graine marron péle At5g07990 | F3’H Schoenbohm et al., 2000
tt8 graine jaune At4g09820 bHLH Nesi et al., 2000
tt9 graine grise - - Shirley et al., 1995
tt10 graine jaune lors de la récolte, - - Pourcel et al., 2005
brunissement progressif
tt1l graine jaune - - Nesi, 2001
tt12 graine marron péle At3g59030 | transporteur Debeaujon et al., 2001
tt13 graine marron péle - - Nesi, 2001
tt14 graine jaune lors de la récolte, - - Nesi, 2001
brunissement progressif
tt15 graine grise - transférase Nesi, 2001
tt16 graine jaune At5923260 MADS box Nesi et al., 2002
tt17 graine jaune - - Bharti et Khurana, 2003
tt18=tds4 | graine jaune At4g22880 LDOX Shikazono et al., 2003
tt19 graine jaune lors de la récolte, At5g17220 | AtGSTF12 Wagner et al., 2002
brunissement progressif Kitamura et al., 2004
ttgl graine jaune sans mucilages, absence | At5g24520 | WDR Walker et al., 1999
trichomes et anthocyanes,
poils racinaires surnumeéraires
ttg2 graine jaune foncée sans mucilages, At2g37260 | WRKY Johnson et al., 2002
trichomes en nombre réduit
et a morphologie affectée

Tableau 1: Mutants de biosynthése des PA chez A. thaliana
ban, banyuls ; tds, tanin-deficient seed ; tt, transparent testa ; ttg, transparent testa glabra.

3.2 BIOCHIMIE DE LA SYNTHESE DES PA

3.2.1 Geénéralités

Les PA sont des polymeres du noyau flavonoide (Figure 1 et 2). Leur biosynthese
débute par des étapes enzymatiques qui sont communes a plusieurs voies de biosynthése et
qui sont bien caractérisées chez plusieurs especes végétales (Holton et Cornish, 1995). I

s’agit de la chalcone synthase (CHS), la chalcone isomérase (CHI), la flavanone 3-
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hydroxylase (F3H), la flavonoid 3’-hydroxylase (F3’H), la dihydroflavonolréductase (DFR) et
la leucoanthocyanidine dioxygénase (LDOX). Seulement quelques étapes spécifiques de la
production des PA sont connues. Il s’agit des étapes enzymatiques catalysées par BAN
(également appellée anthocyanidine réductase ou ANR) et la leucoanthocyanidine réductase
(ou LAR, identifiée a partir de Légumineuses mais absente chez A. thaliana ; Tanner et al.,
2003), qui permettent la formation des unités de base du polymere (épicatéchine et catéchine),
et d’éléments impliqués dans le transport de ces composés vers la vacuole : un transporteur
transmembranaire (TT12) et une glutathion S-transférase (TT19).

Peu de données sont disponibles sur I’étape finale de polymérisation et plusieurs
questions se posent sur la structure exacte des composés utilisés. L’é¢tude de la structure
chimique des PA chez plusieurs espéces végétales a permis d’avancer un mécanisme selon
lequel un composé initiateur de type catéchine servirait de point de départ a la fixation de
molécules d’épicatéchine par formation de liaisons covalentes entre le C4 et le C8 (Stafford et
al., 1990). Cependant, la présence de catéchine ou de I’enzyme permettant sa production
(LAR) n’a pas pu étre mise en évidence chez A. thaliana suggérant que les PA de cette plante
présentent une structure particuliére (Tanner et al., 2003). L’analyse en HPLC des résidus de
I’hydrolyse acide des PA de la graine d’A. thaliana réalisée en présence de phloroglucinol a
permis de confirmer cette hypothese. Par cette méthode, la séparation des unités de départ du
polymere des unités composant la chaine d’élongation, a montré que ce sont uniquement des
résidus d’épicatéchine qui entrent dans la composition de ces deux éléments chez A. thaliana
(Abrahams et al., 2003).

Le degré de polymérisation moyen (Dp) des PA de la graine d’A. thaliana serait égal a
8, ce qui est légerement supérieur a celui des PA de feuilles de Lotus corniculatus et des
fleurs de Trifolium repens avec un Dp de 6-7, et des graines de Medicago sativa avec un Dp
de 5 (Abrahams et al., 2003). Des Dp plus importants ont été mis en évidence pour les PA de
grains de raisin avec 15.7 et 12.1 pour les cépages de Chardonnay et de Shiraz,
respectivement. Cependant, le Dp est peut-étre sous-évalué pour les PA des téguments, car
ayant subi plusieurs étapes d’oxydation lors de la maturation de la graine, ces composes

deviennent difficiles a extraire et a hydrolyser dans leur totalité.
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Figure 2 : Schéma de la biosynthése des flavonoides chez A. thaliana (Abrahams et al., 2003)

La biosynthése des flavonoides est décrite a partir de 1’étape de la CHS. L’unité de départ du polymeére
(épicatéchine) est produite par BAN qui code pour une anthocyanidine réductase. Contrairement a d'autres
especes végétales, aucun géne correspondant 3 une LAR putative n’a été mis en évidence dans le génome d’A.
thaliana. D’ailleurs cette plante ne semble pas capable de produire de catéchine, ¢’est pourquoi cette étape est
indiquée en pointillés. La différence entre les isomeres 2,3-cis et 2,3-trans est expliquée dans I’encadré avec
I’exemple de la catéchine et de 1’épicatéchine.

CHI, chalcone isomerase ; F3H, flavanone 3B-hydroxylase ; F3’H, flavonoid 3’-hydroxylase ; FLS, flavonol
synthase ; DFR, dihydroflavonol 4-reductase ; LAR, leucoanthocyanidine réductase ; LDOX,
leucoanthocyanidine dioxygenase ; BAN, banyuls.
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3.2.2 Caractéristiques des enzymes communes a plusieurs voies de

biosynthese des flavonoides

Chalcone synthase (CHS)

La CHS catalyse la condensation de trois groupements acétate provenant de trois
molécules de malonyl-CoA avec une molécule de 4-coumaroyl-CoA pour former la
naringénine chalcone qui est le point de départ de la biosynthese de tous les composés
flavonoiques. La CHS ne necessite pas de cofacteur (Forkmann et Heller, 1999).

Le premier gene de biosynthese des flavonoides a avoir été isolé est celui codant pour
la CHS de persil (Holton et Cornish, 1995). Chez le pétunia, une douzaine de génes codant
pour la CHS ont été identifies, mais une expression a pu étre mise en évidence pour seulement
quatre d’entre eux (chsA, chsB, chsG et chsJ ). Chez le mais, deux génes codent pour la CHS,
c2 qui est impliqué dans la synthése des flavonoides du grain de mais et whp qui controle
I’activité CHS dans le pollen. Par contre un seul géne codant pour la CHS est présent chez A.

thaliana (At5g35550 ; Burbulis et al., 1996).

Chalcone isomérase (CHI)

La CHI catalyse la cyclisation stéréospécifique des chalcones en (2S)-flavanones.
Cette réaction peut également se produire spontanément in vivo ce qui peut conduire a la
formation de quantités faibles de flavonoides méme quand D’activit¢ CHI est absente

(Forkmann et Heller, 1999).

Flavanone 3-hydroxylase (F3H)

L’hydroxylation des flavanones en position 3 est effectuée par la F3H et conduit a la
formation de dihydroflavonols. Cette réaction nécessite la présence de cofacteurs, le 2-
oxoglutarate et les ions ferreux (Forkmann et Heller, 1999). Les génes codant pour la F3H ont
été clonés dans de nombreuses espéces de plantes y compris le muflier, le pétunia, le mais et
A. thaliana (Pelletier et Shirley, 1996). La comparaison de ces différents clones a révélé une
grande conservation de la séquence en aa (entre 68 et 95 % d’homologie) avec un domaine
caractéristique de 14 aa comprenant 3 H probablement impliquées dans la liaison des ions
ferreux (Forkmann et Heller, 1999).
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Flavonoide 3 ’-hydroxylase (F3’H)

La F3’H catalyse 1’hydroxylation en 3’ du noyau aromatique B. Elle appartient a la
famille des enzymes a cytochrome P450 et a besoin de NADPH pour cofacteur (Forkmann et
Heller, 1999). Chez A. thaliana, la F3’H est codée par le géne TT7 (At5g07990). Les plantes
tt7 accumulent les flavonoides hydroxylés en 4°, c'est-a-dire la pélargonidine et le kaempférol,
au lieu des composés hydroxylés en 3’ et en 4’, cyanidine et quercétine, qui sont

principalement présents chez le type sauvage (Schoenbohm et al., 2000).

Dihydroflavonol 4-reductase (DFR)

La DFR catalyse la conversion des dihydroflavonols en flavan-3,4-diols. Cette
réaction est stéréospécifique (formation de 2R, 3S, 4S-flavan-2,3-trans-3,4-cis-diols) et elle
nécessite du NADPH comme cofacteur (Forkmann et Heller, 1999). Il a été mis en évidence
une variation de I’affinité de la DFR pour ses différents substrats suivant les especes dont elle
a eté isolée. Ainsi la DFR de pétunia présente une affinité forte pour la dihydromyricétine
(conversion en leucodelphinidine), une affinité faible pour la dihydroquercétine mais elle ne
peut pas convertir le dihydrokaempférol en leucopélargonidine. Cette spécificité particuliere
permet d’expliquer pourquoi parmi les anthocyanes accumulées chez le pétunia, la
delphinidine occupe une place majoritaire alors que la pélargonidine n’est pas présente
(Forkmann et Ruhnau, 1987). Au contraire, chez le mais et chez le muflier, c’est la
delphinidine qui n’est pas accumulée. L’expression de la DFR de mais dans des plants de
pétunia provoque alors la production de pélargonidine et confere une couleur caractéristique
rouge/orange aux fleurs, couleur qui n’existe pas naturellement pour des fleurs de pétunia

(Meyer et al., 1987).

Leucoanthocyanidine dioxygénase (LDOX) = Anthocyanidine synthase (ANS)

L’étape enzymatique permettant la conversion des leucoanthocyanidines (ou flavan-
3,4-diols) en anthocyanidines n’est pas trés bien caractérisée. Elle impliquerait une réaction
d’oxydation puis de déshydratation (Forkmann et Heller, 1999). La LDOX a été clonée chez
plusieurs espéces, y compris chez A. thaliana, et I’analyse de sa séquence suggére qu’elle
appartient a la famille des dioxygénases végétales utilisant le 2-oxoglutarate comme cofacteur

(Abrahams et al., 2003). Cependant, aucune démonstration de 1’activit¢ LDOX dans des
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extraits végétaux ou apres expression de la protéine recombinante chez E. coli n’a été réussie
pour le moment. L’isolement de plusieurs mutants d’A. thaliana (mutants tds4 et tt18;
Tableau 1) affectés dans cette étape enzymatique a permis de préciser la place de la LDOX
dans la séquence de réactions conduisant aux PA. En effet, ces mutants ne produisent pas
d’anthocyanes ni de PA, indiquant que la LDOX participe a la synthése de ces deux types de
composés. D’autre part, la réalisation de croisements avec ban a permis d’obtenir le double
mutant tds4 x ban présentant un phénotype identique a celui de tds4 et démontrant que le géne
LDOX est épistatique sur BAN (Abrahams et al., 2003).

3.2.3 Caractéristiques des enzymes spécifiques de la biosynthese des PA

Anthocyanidine réductase (ANR)= BANYULS (BAN)

BAN catalyse la réduction stéréospécifique des anthocyanidines en 2,3-cis-flavan-3-
ols, qui formeraient les unités de base du polymére de PA (Xie et al., 2003). Le clonage de
BAN a été effectué chez A. thaliana a partir du mutant ban, issu de la banque de mutants
d’ADN-T de Versailles (Devic et al., 1999), puis un homologue a été identifié chez la luzerne
(Medicago truncatula ; Xie et al., 2003). A la place des PA, ban accumulerait des cyanidines
a ’origine de la couleur violette de la graine lors du développement de la silique puis de la
coloration grise aprés dessiccation. Ce phénotype caractéristique indique que BAN est
impliqué dans la premiére réaction enzymatique véritablement spécifique des PA, a un
embranchement avec la biosynthése des anthocyanes (Devic et al., 1999). D’ailleurs, lorsque
BAN est exprimé de facon ectopique chez le tabac, une compétition avec la biosynthese des
anthocyanes se produit, et ces composes sont alors remplacés dans les fleurs par des flavan-3-
ols, incolores (Xie et al., 2003). La réaction enzymatique catalysée par BAN a pu étre
reproduite in vitro a partir d’enzyme recombinante (Xie et al., 2003 ; Xie et al., 2004), elle
nécessite du NADPH comme cofacteur. Lors de I’utilisation de la cyanidine comme substrat,
le produit formé majoritairement est 1’épicatéchine, mais il se forme également une faible
quantité de catéchine (Xie et al., 2004). Ce produit minoritaire ne semble pas résulter d’une
réaction enzymatique, mais plutét d’une épimérisation chimique a partir de 1’épicatéchine.
L’importance possible de cette épimérisation spontanée dans la production des PA in planta

reste & démontrer.
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Leucoanthocyanidine réductase (LAR)

La LAR catalyse la réduction de 1’hydroxyle en position 4 des leucoanthocyanidines et
permet par exemple la formation de catéchine a partir de leucocyanidine. Cette activité
enzymatique a été mise en évidence dans les extraits végetaux de nombreuses especes
accumulant des PA comme dans des extraits de grain d’orge ou de feuilles de Légumineuses
(Forkmann et Heller, 1999). Le clonage de cette enzyme est relativement récent (Tanner et
al., 2003). Elle a été purifiée a partir des feuilles de la Légumineuse Desmodium uncinatum
qui accumulent des quantités importantes de PA. La séquence de la LAR de D. uncinatum
montre une homologie avec les enzymes de type isoflavone réductase ce qui permet de la
classer dans les enzymes a fonction réductase, épimérase et déshydrogénase (classe RED).
Aucun orthologue putatif de cette enzyme n’a pu étre décelé dans le génome d’A. thaliana,
d’autant plus qu’aucune activité LAR n’a pu étre détectée dans des extraits de siliques en
développement. En accord avec ces résultats, la présence de catéchines libres n’a jamais €té
mise en évidence chez le type sauvage (contrairement a d’autres plantes qui produisent des
PA), ce qui pose la question de la nécessité d’une enzyme a activité LAR pour catalyser la

biosynthese des PA chez A. thaliana (Tanner et al., 2003).

Transporteur transmembranaire de type MATE (TT12)
L’implication d’un transporteur de type MATE (pour « Multidrug And Toxic

compounds Extrusion ») dans la biosynthése des PA a été révélée par le clonage du géne
TT12 d’A. thaliana (Debeaujon et al., 2001 ; Marinova et al., 2007 ; Zhao et Dixon, 2009).
TT12 présente une homologie de séquence avec des transporteurs d’origine bactérienne
impliqués dans la détoxification de certains substrats comme les antibiotiques, il possederait
douze hélices transmembranaires. Chez le mutant tt12, une quantité faible de PA (ou de
composés précurseurs) est synthétisée, mais s’accumule dans le cytoplasme au lieu de la
vacuole ce qui suggére que TT12 est impliqué dans le transport transmembranaire de ces
composés. Le mode de reconnaissance des substrats n’est pas connu mais 1’implication du
glutathion dans ce transport n’est pas envisagée car ce mode de fonctionnement a été mis en
¢vidence jusqu’a présent, uniquement avec des transporteurs de type ABC (transporteurs
ATP-dépendants). C’est pourquoi il a été proposé que TT12 puisse reconnaitre des composés
glycosylés, acylés ou malonylés et que le transport soit un antiport flavonoide/H*, comme cela

a été mis en évidence pour les transporteurs bactériens dont il est I’homologue.

- 26 -



Glutathion S-transferase (GST)

L’implication des enzymes de type GST dans la biosynthese des flavonoides a été
mise en evidence par la caractérisation des genes BZ2 et AN9, et de leur rble dans
I’accumulation des anthocyanes dans la vacuole, chez le mais et le pétunia, respectivement
(Marrs et al., 1995 ; Alfenito et al., 1998). Récemment, le clonage du géne TT19 a révélé que
chez A. thaliana, une GST homologue est impliquée dans la translocation des anthocyanes et
des précurseurs des PA (Kitamura et al., 2004). Dans les cellules de 1’endothélium de tt19,
des métabolites sont synthétisés mais ils ne remplissent pas la vacuole méme s’ils semblent
s’agréger avec des structures membranaires (pouvant étre des vésicules de transfert de
métabolites ; Kitamura et al., 2004).

Le mécanisme d’action de TT19 et des autres GST n’est pas connu. Il a été proposé
que la conjugaison des flavonoides avec le glutathion puisse permettre leur transfert dans la
vacuole via un transporteur de type ABC (ATP-dépendant ; Marrs et al., 1995 ; Alfenito et
al., 1998). Pourtant, le seul transporteur isolé jusqu’a présent appartient a la famille de
transporteurs de type MATE (TT12), qui ne sont pas connus pour utiliser ce type de substrats
(Debeaujon et al., 2001). En plus des différences observées dans le phénotype de tt19 et tt12,
ces contradictions pourraient indiquer que TT19 et TT12 agissent a des étapes différentes du

transport des PA ou de leurs précurseurs vers la vacuole.

3.2.4 Autres éetapes de la biosynthése des PA

Plusieurs résultats suggerent que des étapes enzymatiques supplémentaires spécifiques
de la biosynthése des PA restent a découvrir. Tout d’abord, la surexpression de BAN méme si
elle permet la synthése de précurseurs (épicatéchine), n’est pas suffisante pour induire la
production ectopique des PA (Xie et al., 2003 ; Tanner et al., 2003). Plusieurs enzymes
pourraient étre nécessaires a la polymérisation des unités de flavan-3-ols (Kristiansen, 1984)
et a certaines modifications du noyau flavonoide (glycosylation par exemple). Enfin, il est
possible que plusieurs éléments soient impliqués dans le transport des PA ou de leurs

précurseurs vers la vacuole, en collaboration avec TT12 et TT109.
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3.2.5 Localisation de la voie de biosynthése des PA

Spécificiteé tissulaire de la production des PA chez A. thaliana

La production des PA chez A. thaliana se limite aux téguments de la graine au
contraire de nombreuses especes végétales qui sont connues pour accumuler ces composés
aussi dans les feuilles (plantes de la famille des Légumineuses). Les téguments ont une
origine maternelle et leur formation s’effectue au cours du développement de 1’ovule a partir
des tissus composant la chalaze (Figure 3). La synthese des PA y débute aprés la fécondation
de I’ovule dans des cellules du micropyle (région 1, Figure 4). Elle s’étend progressivement a
I’ensemble de I’endothélium (couche iil ou région 2, Figure 4) puis au faisceau de cellules
pigmentées de la chalaze (région 3, Figure 4). Cette biosynthése coincide avec les premiéres
¢tapes du développement de I’embryon (jusqu’au stade cceur) et elle s’accompagne d’une
profonde modification morphologique des cellules qui accumulent les PA. Ces cellules se
spécialisent véritablement dans la production de ces composés, avec hotamment la formation

d’une grande vacuole qui occupe la majeure partie de 1’espace cellulaire (Debeaujon et al.,
2003).
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Figure 3 : Développement de I’ovule et origine des téguments chez A. thaliana (Lepiniec et al., 2004)

L’ovule est formé a partir du placenta par des divisions périclines de la couche épidermique L1 et des couches sub-
épidermiques L2 et L3 (1, 2). Le primordium de ’ovule se développe suivant un axe proximal-distal (P-C-D). A I’extrémité
distale, le nucelle donne naissance au mégasporocyte a 1’origine du sac embryonnaire (Es). A partir de la chalaze, se forment
les téguments internes (li) et les téguments externes (Oi) qui ont une origine épidermique (3). Le deuxieme axe de
développement de 1’ovule est un axe abaxial-adaxial (Ab-Ad) perpendiculaire a I’axe proximal-distal. A maturité (4), le sac
embryonnaire se compose de sept cellules, I’oosphére (Ec), deux synergides (Sc), la cellule centrale (Cs) et trois antipodes
(Ap). Le développement asymétrique des téguments, avec une forte extension au p6le abaxial et dans une moindre mesure au
pole adaxial, provoque le rapprochement du micropyle (Mi) et du funicule qui deviennent alors adjacents.
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Figure 4 : Localisation de la production des PA dans la graine d’A. thaliana (Debeaujon et al., 2003)

(a) Structure de la graine d’A. thaliana au stade cceur du développement de I’embryon. L’endothélium correspond a la couche
cellulaire iil. (b) Schéma montrant I’organisation de 1’endothélium en trois régions en fonction du mode de régulation de
I’accumulation des PA. (c-g) Profil d’accumulation des PA (coloration a la vanilline) au cours du développement de la graine
aux stades deux cellules (c), globulaire précoce (d), globulaire (), ceeur précoce (f) et cceur (g).

C, chalaze ; CV, vacuole centrale ; CEC, albumen chalazal ; CPT, zone proliférative de la chalaze; EM, embryon ; ii,
tégument interne ; F, funicule ; M, micropyle ; N, nodule ; nu, nucelle ; oi, tégument externe ; PC, placentochalaze ; PE,
albumen périphérique ; PS, zone pigmentée de la chalaze ; S, suspenseur ; VB, faisceau vasculaire ; WT, type sauvage.

Localisation sub-cellulaire de la biosynthése des PA

Les principales données concernant la localisation sub-cellulaire de la biosynthése des
PA proviennent de I’étude des enzymes intervenant dans les étapes précoces de la voie. Des
¢tudes de fractionnement cellulaire et d’immunolocalisation ont permis de montrer que la
CHS est associée avec la face cytoplasmique du réticulum endoplasmique ou elle est présente
sous forme de diméres (Hrazdina et al., 1987). Cette localisation serait la conséquence d’une
interaction avec les autres enzymes de biosynthése, dont certaines comme la F3’H utilisent un
cofacteur a cytochrome P450 et sont ancrées dans le réticulum endoplasmique (Stafford,
1990 ; Figure 5). Plusieurs interactions ont été mises en évidence entre la CHS, la CHI et la
F3H par la technique du double hybride et par des expériences de co-purification de
complexes protéiques (Burbulis et Winkel-Shirley, 1999). Ces résultats suggerent une
association globulaire des enzymes plutdt que linéaire car des interactions ont aussi été
détectées entre des enzymes qui catalysent des réactions qui ne sont pas consécutives dans la
voie comme entre la DFR et la CHS (Burbulis et Winkel-Shirley, 1999). Une telle

organisation des enzymes pour la formation de métabolons a déja été décrite pour de
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nombreuses voies du métabolisme primaire comme par exemple pour les enzymes de la
glycolyse, du cycle de Krebs et du cycle de Calvin (Ovadi et Srere, 2000 ; Winkel, 2004).
Cela permet d’augmenter le rendement d’une chaine de réactions enzymatiques en canalisant
directement les substrats entre deux réactions et en séquestrant des composés intermédiaires
tres réactifs ou toxiques. Cette organisation permet aussi de favoriser une accumulation des
produits dans certains domaines sub-cellulaires. Ainsi, dans le cas de la production des PA,
une certaine proximité avec le réticulum endoplasmique permettrait de canaliser le transfert
des precurseurs (flavan-3-ols) vers la vacuole par un systeme spécifique de transport dans des
vésicules (Abrahams et al., 2003). Les réactions finales de polymérisation auraient lieu dans

la vacuole (Debeaujon et al., 2001).
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Figure 5 : Schématisation de I’organisation de la biosynthése des lignines et des flavonoides au niveau de
la face cytoplasmique du réticulum endoplasmique (Winkel, 2004)

Les enzymes communes a plusieurs voies sont dans la méme teinte de gris alors que les enzymes caractéristiques
d’une seule voie sont en blanc. Les enzymes présentant plusicurs isoformes sont marquées par un astérisque
(PAL, 3 génes ; 4CL, 2 génes ; FLS, 4 génes dont 2 pseudogeénes). Les hydroxylases a cytochrome P450 (C4H,
C3H, F5H et F3’H) qui semblent étre a 1’origine de la localisation sub-cellulaire de ces voies de biosynthese,
sont représentées ancrées dans la membrane du réticulum endoplasmique.
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Deux conséquences biotechnologiques importantes découlent de cette organisation du
métabolisme secondaire en métabolons. Tout d’abord, cela permet d’expliquer en partie
I’échec des stratégies visant a augmenter le rendement d’une voie métabolique uniquement
par la surexpression d’une des enzymes de la voie, par exemple, la CHS ou la CHI pour la
biosynthése des flavonoides (Dong et al., 2001). En effet, dans le cas d’une étape
enzymatique non limitante, le surplus d’enzyme produit reste sans conséquences car il est
dépendant des autres composants de la voie. D’autre part, cette organisation doit étre prise en
compte lorsqu’on cherche a détourner certaines voies métaboliques. Ainsi, des essais de
production d’isoflavonoides chez A. thaliana par expression de I’isoflavone synthase (IFS)
ont été effectués (Liu et al., 2002). Cette enzyme utilise pour substrat la naringénine et elle
entre donc en compétition avec les enzymes de la production des flavonols et des
anthocyanes. De ce fait, seulement des faibles quantités d’isoflavonoides ont été obtenues lors
de I’expression de I’IFS chez le type sauvage. Au contraire une augmentation significative du
rendement a été observée par introduction du transgene chez le double mutant tt3 x tt6, ou

I’absence de la F3H permet un meilleur acces de I’IFS a son substrat.

3.3 LAREGULATION DE LA BIOSYNTHESE DES PA

3.3.1 Généralités

L’¢étude de la régulation de la biosynthése des PA a connu une avancée considérable
ces dernieres années, par la caractérisation de plusieurs génes codant pour des facteurs de
transcription ou d’autres types de protéines de régulation chez A. thaliana (Marles et al., 2003
b). Les régulateurs spécifiques : TT2, TT1 et TT16 semblent étre uniquement impliqués dans
la régulation de I’accumulation des PA dans la graine. Alors que les régulateurs non
spécifiques : TT8, TTG1 et TTG2 participent a la régulation d’autres voies (comme par

exemple I’accumulation des anthocyanes ou la production des trichomes).

3.3.2 Les régulateurs spécifiques

TT2

Le gene TT2 (At5g35550) a eté cloné grace a la caractérisation de 1’alléle tt2-3 isolé de
la banque de mutants d’ADN-T de I’INRA de Versailles (Nesi et al., 2001). Cet allele

présente un phénotype tt caractéristique de la mutation tt2 avec des graines de couleur jaune
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clair. L’analyse de 1’expression de TT2 par RT-PCR semi-quantitative a révelé une expression
limitée aux fleurs et aux siliques en développement (Nesi et al., 2001). La réalisation de
fusions traductionnelles entre un fragment de 2 kb du promoteur de TT2 et le géne rapporteur
uidA a permis de préciser cette expression (Figure 6 ; Debeaujon et al., 2003). Une forte
activit¢ GUS a ¢été détectée dans les cellules de 1’endothélium, tout d’abord au pdle
micropylaire puis au pble chalazal de graines jeunes (déclenchement par la fertilisation de
I’ovule). Cette activité s’étend ensuite progressivement a tout 1’endothélium (stade coeur). En
dehors de la graine, une activité GUS a egalement été détectée dans les faisceaux vasculaires

des feuilles et des bourgeons, et dans les antheres.
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Figure 6 : Activité du promoteur de TT2 au cours du développement de la graine d’A. thaliana

(Debeaujon et al., 2003)

La spécificité de I’expression de TT2 a été révélée par I’activité GUS générée par un construit TT2:uidA. Des
graines entiéres a différents stades de développement ont été observées a 1’objectif Nomarski, aprés coloration.
(a) Stade suivant la fertilisation de 1’ovule ; (b) Stade quatre cellules ; (c) Stade globulaire précoce ; (d) Stade
globulaire tardif.

TT2 code pour une protéine de 258 aa (29,6 kDa ; pl = 8,9) appartenant a la classe des
facteurs de transcription de type R2R3-MYB (TT2 correspond a AtMYB123). Le domaine
R2R3-MYB est un domaine d’interaction avec I’ADN et d’interaction avec des partenaires
protéiques (Grotewold et al., 2000). Il est localisé dans la partie N-terminale de la protéine et
il se compose de la répétition imparfaite d’une séquence de 53 aa présentant 3 résidus W
réguliérement espacés et responsables d’une structure tridimensionnelle particuliére en hélice-
hélice-tour-hélice (Dubos et al., 2010 ; Stracke et al., 2001). En accord avec une fonction de
facteur de transcription, une fusion traductionnelle TT2-GFP a montré une localisation
strictement nucléaire (Nesi et al., 2001). De plus, on retrouve dans la partie C-terminale de la
protéine (aa 220 a 227 et 250 a 258) des aa pouvant étre impliqués dans la formation d’hélices

o amphipolaires, caractéristiques de certains domaines d’activation de la transcription (Nesi et
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al., 2001). Plusieurs cibles de TT2 ont été identifiées, il s’agit principalement d’enzymes
intervenant dans des étapes tardives, spécifiques de la voie de biosynthése des PA : DFR,
LDOX, BAN et TT12 (Figure 7 ; Nesi et al., 2001). Cependant, des résultats récents indiquent
que TT2 serait également impliqué dans I'activation de I'expression du gene TT8 (Baudry et
al., 2006 ; 87), et ceci de facon redondante avec un autre facteur MYB : MYB5 (Gonzalez et
al., 2009).

3
3

CHS

CHI

F3H

F3'H

FLS1

d L

DFR

LDOX

{

BAN

TT12

78

TTG1

EF10A4

Figure 7 : Genes cibles de TT2 (Nesi et al., 2001)

L’expression de plusieurs génes codant pour des enzymes ou des protéines de régulation de la biosynthése des
PA a été étudiée par RT-PCR semi-quantitative chez le type sauvage et chez le mutant tt2-3. Les résultats
montrent une dérégulation chez le mutant des génes DFR, LDOX, BAN et TT12 qui codent tous pour des
enzymes intervenant tardivement dans la voie. EF1aA4 a été utilisé comme contrdle.

TT1

Le gene TT1 (At1g34790) a été cloné par la caractérisation du mutant tt1-2 obtenu par
mutagéneése avec le transposon de mais Enhancer-1 (Sagasser et al., 2002). Le mutant ttl
présente des graines de couleur jaune, néanmoins, des PA sont présentes en quantité faible
aux péles chalazal et micropylaire de la graine mature (région 1 et 3 de la Figure 4b). La
biosynthése des autres flavonoides ne semble pas étre affectée. L’analyse au microscope de

coupes de graines de tt1 a revélé une morphologie altérée de I’endothélium dans ce mutant qui
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ne peut pas s’expliquer seulement par 1’absence des PA car le mutant tt4 étudié en paralléle ne
présentait pas ces altérations (Sagasser et al., 2002). L’analyse par RT-PCR de I’expression
de TT1 a montré que celle-ci est limitée aux fleurs et aux siliques en développement (Figure
8 ; Sagasser et al., 2002). La réalisation de fusions traductionnelles entre un fragment de 1,1

kb du promoteur de TT1 et le géne uidA a confirmé cette spécificité d’expression en montrant

une activité GUS importante dans 1I’ensemble des téguments de la graine (Figure 8 ; Sagasser

et al., 2002).

Figure 8 : Expression de TT1 dans les graines d’A.
thaliana (Sagasser et al., 2002)

A, Caractérisation de I’expression de TT1 par RT-PCR
dans différents organes (Ro, racines ; yL, feuilles jeunes ;
oL, feuilles agées ; St, bourgeons ; Fl, fleurs ; Si, siliques ;
Co, pas d’échantillon). Le géne AC2 (ACTIN2) a été utilisé
comme contrdle.

B-E, Analyse de [lactivit¢ in planta d’une fusion
transcriptionnelle entre le promoteur de TT1 et le géne
rapporteur uidA dans les fleurs (B-C) et précision des
domaines d’expression dans les graines aprés la réalisation
de coupes longitudinales (D-E).

et o8
B e L
‘.‘);_-':'3

TT1 code pour une protéine de 303 aa (34,5 kDa ; pl = 7,5) qui présente deux motifs
en doigt de zinc similaires a ceux caractérisés initialement dans le facteur général de la
transcription TFIIIA (Sagasser et al., 2002 ; Appelhagen et al., 2010). Ces deux motifs sont
espacés d’une longue séquence de 63 aa, ce qui est caractéristique des protéines en doigt de
zinc présentes chez les plantes. Le premier motif (partie N-terminale de la protéine) est de
type C2H2 alors que le second motif (partie C-terminale) est un motif imparfait de type
C2HC. Par comparaison avec les autres protéines présentant des doigts de zinc, une séquence
tres conservée de 156 aa comprenant ces motifs C2H2 et C2HC a permis de definir une sous-
famille appelée « WIP », par le nom des trois aa commencant cette séquence consensus. Cette

sous-famille compterait six membres chez A. thaliana (TT1 et AtWIP2 a 6).
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La fonction de TT1 n’est pas connue, les domaines en doigts de zinc peuvent étre
impliqués dans plusieurs types d’interactions : interactions avec ’ADN, des ARN ou des
protéines. Une fusion traductionnelle TT1-GFP a montré une localisation strictement
nucléaire dans des protoplastes d’A. thaliana, ce qui suggere que TT1 pourrait étre un facteur
de transcription (Sagasser et al., 2002). L’expression ectopique de TT1 sous la dépendance du
promoteur 35S provoque la formation de cotylédons étroits et allongés, un retard de floraison
et la formation de fleurs sans pédicel, le plus souvent stériles (Sagasser et al., 2002). Cette
perturbation du développement indique que, dans ces plantes, TT1 pourrait interférer avec
plusieurs voies intervenant dans la différenciation des organes végétaux. En accord avec le
phénotype de ttl qui montre une morphologie altérée de I’endothélium, cette derniere
constatation a permis d’avancer que TT1 serait impliqué dans la régulation du développement

de I’endothélium pour permettre I’accumulation des PA (Sagasser et al., 2002).

TT16

Le géne TT16 (At5g23260) a été cloné grace a la caractérisation du mutant tt16-1 isolé
de la banque de mutants d’ADN-T de I’INRA de Versailles (Nesi et al., 2002). Le phénotype
de ce mutant présente des points communs avec le mutant ttl puisqu’une faible quantité de
PA persiste dans la graine (région 1 et 3 de la Figure 4b) et une perturbation du
développement de 1’endothélium a été décrite. Les cellules de 1’endothélium sont plus
allongées chez tt16 et elles présentent une structure irréguliére. Les PA qui sont produites,
sont accumulées a la périphérie des cellules au lieu d’étre concentrées dans une vacuole
centrale comme c’est le cas chez le sauvage (Nesi et al., 2002). L’analyse de I’expression de
TT16 a montré I’existence de deux transcrits ayant une séquence de 15 pb de différence,
résultant de 1’épissage alternatif du quatriéme exon de ce gene. Ces deux transcrits sont
exprimés simultanément et spécifiquement dans les boutons floraux, les fleurs et les siliques
en développement (Figure 9 ; Nesi et al., 2002).

TT16 code pour deux protéines de 247 aa (29,7 kDa ; pl = 6,4) et 252 aa (29 kDa ; pl =
6,5) qui comportent un domaine de type MADS de 56 aa a ’extrémité N-terminale (Nesi et
al., 2002). Ce domaine est généralement impliqué dans des interactions avec I’ADN et dans
des dimérisations. La différence de sequence entre ces deux protéines touche le domaine K,
avec la présence de 5 aa supplémentaires (NELMQ) en position 142 de la protéine. Le

domaine K est également un domaine de dimérisation fonctionnant par I’interaction avec
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d’autres domaines K. Dans la région C-terminale, de nombreux résidus Q et P pourraient étre

responsables de la présence d’un domaine d’activation de la transcription (Nesi et al., 2002).

gd Fl sl g2 a3 ge gV sd St e Rt

TT16/ABS

EF1caA4

1 2 3 4 65§ 6 7 8 9 10 1"

Figure 9 : Analyse de I’expression de TT16 chez A. thaliana (Nesi et al., 2002)

L’expression de TT16 a été étudiée par RT-PCR sur des extraits d’ARN totaux obtenus a partir de différents
organes : Bd, bouton floral ; FI, fleur ; Sill, siliques 1 et 2 jours aprés pollinisation ; Sil2, siliques 3 a 5 jours
aprés pollinisation ; Sil3, siliques 6 & 10 jours aprés pollinisation ; Se, graine ; SilV, valves de la silique ; Sd,
plantule de 4 jours ; St, bourgeon ; Le, feuilles de rosette ; Rt, racine. Le produit d’amplification est composé de
deux bandes qui correspondent aux deux transcrits codés par TT16. Le gene EF1aA4 a été utilisé comme
controle.

L’expression ectopique de TT16 sous la dépendance du promoteur 35S provoque la
formation de feuilles recourbées, un retard de floraison avec des fleurs le plus souvent stériles
et des siliques rabougries (Nesi et al., 2002). Ces différents phénotypes suggérent que TT16
est capable d’interférer avec des processus de différenciation cellulaire. En tenant compte
¢galement du phénotype du mutant qui présente une structure de 1’endothélium altérée, ces
résultats suggeérent que TT16 est impliqué dans la régulation du développement de

I’endothélium, comme cela a été proposé pour TT1.

3.3.3 Les régulateurs non spécifiques

TT8

Le gene TT8 (At4g09820) a été cloné grace a la caractérisation de 1’all¢le tt8-3 issu de
la banque de mutants d’ADN-T de I’'INRA de Versailles (Nesi et al., 2000). Le mutant tt8
présente des graines de couleur jaune clair (absence de PA) et une réduction de la production
des anthocyanes dans les cotylédons et dans les feuilles (Shirley et al., 1995). La production
de flavonols ne semble pas étre affectée chez ce mutant. L’analyse par RT-PCR semi-
quantitative de I’expression de TT8 a révelé la présence de transcrits dans les plantules et dans
les siliques en développement (Figure 10 ; Nesi et al., 2000). Dans la graine, cette expression

semble stable au cours du développement et elle persiste jusqu’au stade embryon mature.
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TT8 code pour une protéine de 518 aa (58,3 kDa ; pl = 5,7) qui présente dans sa partie
N-terminale un domaine de type bHLH (pour « basic Helix-Loop-Helix »), responsable d’une
structure tridimensionnelle en domaine basique-hélice-boucle-hélice. Ce motif est
caractéristique de nombreux facteurs de transcription et il a été décrit a 1’origine dans les

protéines animales de type MYC (Massari et Murre, 2000). En accord avec cette possible

fonction de facteur de transcription, TT8 est impliqué dans la régulation de 1’expression de
DFR dans les plantules et dans les graines (Shirley et al., 1995 ; Nesi et al., 2000), et de BAN

et LDOX dans les graines (Nesi et al., 2000 ; Abrahams et al., 2003).
Developing Siliques

- Cr1aA4

Figure 10 : Expression de TT8 chez A. thaliana (Nesi et al., 2000)

La présence des transcrits du géne TT8 a été étudiée par RT-PCR semi-quantitative dans les plantules agées de 4
jours (stade « seedling »), dans les feuilles de rosette, les bourgeons et les racines de plantules agées de 10 jours,
et dans les organes reproducteurs (boutons floraux, fleurs et siliques en développement). EF1cA4 a été utilisé
comme contrdle.

TTG1

Le géne TTG1 (At5g24520) a été isolé par clonage positionnel de la mutation de
I’allele ttgl-1 (Walker et al., 1999). Le phénotype de ttgl est complexe, en effet, plusieurs
voies sans lien apparent sont affectées chez ce mutant. Il présente des graines de couleur jaune
clair (absence de PA) qui n’accumulent pas de mucilages dans le tégument externe. Les
plantules ne présentent pas d’anthocyanes dans les cotylédons, les feuilles et les bourgeons
alors que la production de flavonols ne semble pas étre affectée. Les feuilles et les bourgeons
sont glabres (absence de trichomes) et, au contraire, les racines produisent des poils racinaires
supplémentaires. L’analyse de 1’expression de TTG1 en « Northern » révele une expression

ubiquitaire car il a été détecté dans tous les organes testés (Figure 11 ; Walker et al., 1999).
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TTG1 code pour une protéine de 341 aa (37,9 kDa ; pl = 4,5) présentant plusieurs
répétitions WD (Walker et al., 1999). Ce motif peu conservé, est constitué de répétitions d’un
domaine de 40 aa environ, terminé par les résidus WD. Ce domaine serait responsable de la
formation d’une structure tridimensionnelle particuliére appelée hélice 3 et favorisant les
interactions avec de multiples partenaires protéiques (Van Nocker et Ludwig, 2003). TTG1 ne
présente pas de domaine de liaison a I’ADN, ¢’est pourquoi, il a été suggéré que ce soit une
protéine de régulation de facteurs de transcription, plutét qu’un facteur de transcription
proprement dit (Walker et al., 1999). TTGI est impliqué dans la régulation de I’expression de
plusieurs enzymes de la voie de biosynthése des flavonoides : DFR dans les plantules et dans
les graines (Shirley et al., 1995 ; Nesi et al., 2000), BAN dans les graines (Nesi et al., 2000) et
¢galement dans la régulation de I’expression de MUM4, une enzyme impliquée dans la

biosynthese des mucilages de la graine (Western et al., 2004).

root leaf meri- stem cauline seed flower flower
stem leaf pod bud

TTG1 |- - -

11D | S -

Figure 11 : Expression de TTG1 chez A. thaliana (Walker et al., 1999)

Les ARN totaux provenant de différents organes de plantules agées de 4 semaines ont été hybridés par
« Northern blot » avec la région codante du gene TTG1 et une sonde spécifique du géne codant pour la B-
tubuline (B-tub) utilisé comme contréle.

TTG2

Le gene TTG2 (At2g37260) a été cloné grace a la caractérisation du mutant ttg2-1
obtenu par mutagénése avec le transposon Tagl (Johnson et al., 2002). Ce mutant présente un
phénotype complexe, la plupart des voies affectées chez ttgl sont perturbées chez ttg2. Ses
graines sont jaunes mais plus foncées que celles de ttgl, tt2 ou tt8. Cette différence de
coloration serait liée a la présence de précurseurs de la biosynthése des PA, que 1’on peut
mettre en évidence par une réaction avec de la vanilline (Johnson et al., 2002). Les mucilages
sont absents du tégument externe. Par contre la production des anthocyanes ou de poils
racinaires dans les plantules n’est pas affectée. En ce qui concerne les trichomes, ils sont

initiés mais ils ne possedent pas de ramifications et leur nombre est réduit de moitié.
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L’analyse de I’expression de TTG2 a été réalisée par hybridation in situ et par la
réalisation de fusions traductionnelles entre un fragment de 2,2 kb du promoteur de TTG2 et
le géne uidA (Figure 12 ; Johnson et al., 2002). Ces deux approches ont révélé une expression
dans 1’endothélium débutant dés la fertilisation puis s’étendant progressivement aux quatre
autres couches de téguments. Une expression a aussi été¢ détectée dans I’embryon. Dans les
plantules, TTG2 est exprimé dans les trichomes en formation, a la base des feuilles jeunes et
dans les atrichoblastes de la zone d’¢élongation des racines. Dans un mutant ttgl, 1I’expression
de TTG2 est affectée, avec une absence d’activité GUS dans les feuilles et dans I’endothélium

alors qu’elle persiste dans les autres téguments de la graine.

M .

tg1 g2

Figure 12 : Expression de TTG2 chez A. thaliana (Johnson et al., 2002)

L’expression de TTG2 a été étudiée par des expériences d’hybridation in situ des ARNm avec une sonde antisens
marquée au S (A, C, G) et par I’étude de I’activité GUS générée par une fusion traductionnelle TTG2:uidA (B,
D-F, H-M).

A, Section transversale de feuilles avec marquage des zones d’émergence des trichomes. B, Feuille en
développement. C, Coupe longitudinale de I’apex d’une tige avec marquage des trichomes matures. D, Feuille
entiere. E, Silique en développement. F, G, H, I, Graines en développement. J, Pointe racinaire. K, L, Plantules
agée de 10 jours. M, Feuille d’une plantule gl2 de 10 jours.
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TTG2 code pour une protéine de 349 aa (38,7 kDa ; pl = 9,5) appartenant a la famille
des facteurs de transcription de type WRKY (Johnson et al., 2002). Le domaine WRKY est
un domaine d’interaction avec I’ADN qui correspond a une séquence de 65-66 aa répétée
deux fois dans la partie N-terminale de la protéine, commencant par les aa WRKYGQK et
présentant un domaine en doigt de zinc de type C2H2. Plusieurs régions riches en S et T sont
présentes dans la protéine TTG2 et pourraient étre caractéristiques de la présence de domaines
d’activation de la transcription. Les cibles de TTG2 ne sont pas connues, il a été proposé que
TTG2 agisse en aval de TTG1 pour réguler la morphogenéese des trichomes, et la production

des mucilages et des PA dans les graines (Johnson et al., 2002).

3.3.4 Larégulation de I’expression de BAN

Caractérisation de [’expression de BAN chez le type sauvage

L’expression de BAN a été caractérisée précisément par RT-PCR et par 1’étude de
I’activité GUS générée in planta par des fusions traductionnelles entre des fragments du
promoteur de BAN et le géne rapporteur uidA (Debeaujon et al., 2003). Les résultats de ces
expériences ont montré que I’expression de BAN est limitée aux cellules qui accumulent les
PA. Elle débute au niveau de certaines cellules du micropyle (région 1 de la Figure 4b) puis
elle est activée dans des cellules de la chalaze (région 3 de la Figure 4b), les cellules placées
sous le tissu germinatif de I’endosperme (embryon au stade 1 cellule). Apreés la fécondation de
I’ovule, I’expression s’étend a I’ensemble de I’endothélium (région 2 de la Figure 4b), pour
atteindre son niveau maximal au stade globulaire et au stade cceur du développement de
I’embryon (Figure 13). Passé ce pic d’expression, le niveau de transcrit et 1’activité du

promoteur décroissent rapidement.

Profil d’expression de BAN chez les différents mutants de régulation de la biosynthése des
PA

L’analyse par RT-PCR semi-quantitative de I’expression de BAN dans les différents
mutants de régulation de la biosynthése des PA a permis de montrer que la transcription de ce
géne est affectée chez les mutants tt2, tt8, ttgl et ttl. Aucun transcrit n’est détecté dans les
extraits d’ARN issus de siliques de tt2, tt8 et ttgl (Nesi et al., 2000) alors que le niveau

d’expression est plus faible dans les siliques de ttl (Sagasser et al., 2002). Les fusions

-40 -



traductionnelles entre le promoteur de BAN et le gene uidA ont été introduites par croisement
dans ces mutants (Figure 14 ; Debeaujon et al., 2003). Aucune activit¢é GUS n’a pu étre
détectée dans tt2 et ttgl confirmant que la transcription de BAN n’a pas lieu dans ces deux
mutants. Dans le mutant tt8, aucune activit¢é GUS n’est détectée dans les cellules du
micropyle et de I’endothélium alors qu’elle persiste dans la chalaze. Cette activité résiduelle
du promoteur de BAN, n’avait pas été détectée en RT-PCR semi-quantitative, ce qui indique
qu’elle est probablement trop faible pour étre détectée par cette méthode. Cependant, une
faible stabilité des transcrits du gene BAN pourrait aussi étre a 1’origine de la différence
observée entre les résultats obtenus par ces deux méthodes. Dans le mutant tt1, le promoteur
n’est plus activé dans un groupe de cellules situé a la jonction entre la chalaze et
I’endothélium, ce qui permettrait d’expliquer la baisse du niveau de transcrits BAN

préalablement mise en évidence dans ces plantes (Sagasser et al., 2002).

@ (b)

Figure 13 : Activité du promoteur de BAN dans les graines d’A. thaliana (Debeaujon et al., 2003)

La spécificité tissulaire de I’expression de BAN dans la graine a été étudiée par la caractérisation de 1’activité
GUS générée par un construit BAN:uidA. (a) Graine entiére au stade globulaire. (b) Section longitudinale de
graine au stade globulaire.

C, chalaze ; EM, embryon ; ii, tégument interne ; M, micropyle ; PS, zone pigmentée de la chalaze.

L’effet de la mutation tt16 sur le profil d’expression de BAN est plus complexe.
Aucune modification du niveau de transcrits n’a pu étre mise en évidence par RT-PCR semi-
quantitative. Cependant, 1’activité du construit BAN:uidA dans ce mutant montre une absence
d’expression de BAN dans 1’endothélium alors que celle-ci persiste au niveau du micropyle et
de la chalaze. Cette perturbation du profil d’expression permet d’expliquer pourquoi des PA
continuent a s’accumuler dans ces deux régions dans les graines du mutant. Cependant, une
activation ectopique du promoteur se produit dans le tégument le plus externe, correspondant
a la couche de cellules a mucilage. Ce dernier résultat suggére que suivant la couche

cellulaire, TT16 pourrait avoir un effet positif ou négatif sur I’expression de BAN.
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Figure 14 : Activité du promoteur de BAN dans les mutants de régulation de la production des PA

(Debeaujon er al., 2003)

L activité du promoteur de BAN a été caractérisée par introduction de construits BAN:uidA (A-L) ou BAN:mGFP5-
ER (M) dans les fonds génétiques mutants 12-1 (A), 1t8-3 (B), tigl-1 (C), tg2-2 (D), 1e16-1 (E-1) et s2/-1 (J-M). F, les
fleches montrent les cellules allongées avec une grande vacuole de la couche il (fleche noire) et iil" (fleche
blanche). G a I, plusicurs vues de la méme section longitudinale de graine montrant les cellules issues par une
division péricline d’une cellule exprimant uidA (fléche noire) et les couches surnuméraires de cellules du tégument
mterne (fleche blanche) en G, les couches supplémentaires de cellules du tégument interne en H (fleche), et une
division atypique d'une cellule de la couche iil " en I (fleche). J et L-M, les fleches indiquent 1'absence d’expression
du géne rapporteur dans un groupe de cellules endothéliales. K. agrandissement de la région chalazale montrée en 1.
C, chalaze : CEC, albumen chalazal ; CPT, zone proliférative de la chalaze; EM. embryon ; i1, tégument interne : M,
micropyle ; N, nodule ; oi, tégument externe : PS, zone pigmentée de la chalaze ; S, suspenseur ; SC, cellule
sumuméraire,
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4 DONNEES FONCTIONNELLES SUR LES PROTEINES MYB ET
BHLH REGULANT LA BIOSYNTHESE DES FLAVONOIDES CHEZ
LES PLANTES

4.1 GENERALITES SUR LE MODE D’ACTION DES FACTEURS DE
TRANSCRIPTION

4.1.1 Introduction

La régulation de I’expression des génes chez les végétaux suit les mémes reégles que
chez la plupart des eucaryotes, avec une forte implication des facteurs de transcription se liant
a ’ADN de fagon spécifique (Riechmann, 2002), classe a laquelle appartiennent les facteurs
MYB et bHLH. Les autres classes de protéines comprennent les facteurs généraux de la
transcription, les co-activateurs et les cofacteurs, et les protéines modifiant la structure de la
chromatine, notamment par acétylation ou désacétylation des histones. De nombreux travaux
ont mis en évidence I’importance des interactions protéine-protéine et d’autres mécanismes
régulant 1’activité, I’abondance et la localisation cellulaire des facteurs de transcription

spécifiques pour la régulation de 1I’expression des genes.

4.1.2 Facteurs de transcription et interactions protéine-protéine

Les facteurs de transcription sont impliqués dans des complexes protéiques appelés
enhanceosomes qui régulent I’expression des genes (Figure 15 ; Singh, 1998). La formation
de ces complexes au niveau des séquences cis-régulatrices est le résultat d’interactions
spécifiques entre plusieurs facteurs de transcription et parfois, certaines protéines régulatrices
(co-régulateurs). Ce mécanisme de coopération permet aux protéines avec des domaines de
liaison a ’ADN similaires d’acquérir une véritable spécificité par leur interaction avec
certains partenaires (Grotewold et al., 2000). Ces interactions permettent aussi d’expliquer
pourquoi certains régulateurs ont des réles multiples, en étant capables d’activer certaines
cibles et d’en réprimer d’autres (Singh, 1998).

Les interactions entre facteurs de transcription peuvent concerner les membres d’une
méme famille ou bien les membres de familles différentes. Plusieurs régulateurs de la famille
MADS sont capables de former des dimeres et des hétérodiméres (Riechmann, 2002). Par

exemple, parmi les geénes cadastraux déterminant l’identité des organes floraux chez A.
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thaliana, APETALA3 (AP3) et PISTILLATA (PI) se lient a I’ADN sous la forme d’un
hétérodimére alors que AP1 et AGAMOUS (AG) peuvent se lier a la fois sous la forme d’un
homodimére ou d’un hétérodimere formé avec d’autres protéines MADS. Cependant,
I’activit¢ de ces facteurs in vivo nécessite la présence de protéines supplémentaires
appartenant aussi a la famille des facteurs MADS : SEPALLATA1-3 (SEP ; Pelaz et al.,
2000). La formation d’un complexe ternaire entre AP3, PI et SEP3 a été démontrée par des
expériences de triple-hybride chez la levure, elle serait a ’origine de la spécificité d’action de
ces molécules in vivo, dans ’activation de la formation des pétales (Honma et Goto, 2001).
Un autre complexe de facteurs de transcription formé de AP3, Pi, SEP3 et AG serait
responsable de la formation des étamines (Honma et Goto, 2001).

De la méme fagon, I’interaction entre des facteurs de type MYB et des facteurs de type
bHLH est connue pour étre nécessaire pour I’induction de la formation des trichomes (Payne
et al., 2000), pour réguler ’espacement des poils racinaires (Bernhardt et al., 2003), pour
induire 1’expression des génes régulés par 1’acide abscissique (ABA) chez A. thaliana (Abe et
al., 2003), et pour I’induction de la biosynthése des anthocyanes chez de nombreuses espéces
(Mol et al., 1998). Plusieurs interactions impliquant des facteurs de type bZIP et d’autres
types de facteurs de transcription ont été décrites, par exemple entre ABI5 (bZIP) et ABI3
chez A. thaliana (Nakamura et al., 2001) et entre OPAQUE2 (bZIP) et PBF (DOF) pour
I’induction de la production des protéines de réserve chez le mais (Vicente-Carbajosa et al.,
1997).

Figure 15 : Représentation schématique de Dinitiation de la transcription des génes par un enhanceosome
chez les eucaryotes (Singh et al., 1998)

L’assemblage du complexe initiateur de la transcription au niveau d’un promoteur contenant une TATA-box
spécifique de I’ARN-polymérase Il (Pol 1) est représenté de fagon schématique. Pol 1l et les facteurs généraux
de la transcription I1A, 1IB, IID (comprenant la TATA-box binding protein [TBP] et les « TBP-associated
factors » [TAFs]), IIE, IIF, et 1IH, ainsi que quelques autres facteurs (CBP et SRB) sont nécessaires. Les facteurs
spécifiques de la transcription (ACT) se lient habituellement a I’ADN a des sites présents en amont de la TATA-
box. Des interactions entre les domaines activateurs présents sur les ACT et la machinerie générale de
transcription permettent de recruter ou de stabiliser le complexe d’initiation de la transcription.
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4.1.3 Régulation de P’activité des facteurs de transcription

Les facteurs de transcription, comme la plupart des protéines, peuvent étre la cible de
modifications post-traductionnelles qui vont influencer leur conformation, leurs interactions
avec des partenaires protéiques ou leur localisation sub-cellulaire. En conséquence, leurs
propriétés de liaison a I’ADN et d’activation de la transcription, ou leur stabilité peuvent étre
modifiées (Vom Endt et al., 2002). Un mécanisme de régulation bien décrit est celui de
phosphorylation/déphosphorylation. Par exemple, ’activité de Pto-interactor4 (Pti4), un
facteur de transcription de la famille AP2/ERF, est régulée par phosphorylation par le
récepteur-kinase Pto. Cette modification de Pti4 se traduit par une augmentation de son
affinité¢ pour ’ADN (motif GCC), suggérant une augmentation de sa capacité a activer ses
cibles in vivo, les genes de résistance aux pathogenes chez la tomate (Gu et al., 2000). Au
contraire, la phosphorylation de AmMY B340, un facteur MYB impliqué dans la régulation du
métabolisme des flavonoides chez le muflier, aurait un effet négatif sur son affinité pour
I’ADN (Moyano et al., 1996). Un autre exemple de modification post-traductionnelle ayant
une influence sur [Dactivité des facteurs de transcription est I’isoprénylation. Cette

modification est nécessaire a I’activité du facteur AP1 d’A. thaliana (Yalovsky et al., 2000).

4.1.4 Régulation de I’abondance des facteurs de transcription

Les facteurs de transcription sont des protéines généralement instables, ce qui leur vaut
notamment le qualificatif de protéines kamikazes (Thomas et Tyers, 2000). Cette instabilité
s’explique par la nécessité pour la cellule de réguler finement le taux de ces protéines tres
actives. Des mécanismes spécifiques d’ubiquitination permettent d’orienter les facteurs de
transcription vers une protéolyse par le protéasome 26S. D’une fagon générale,
I’ubiquitination se produit a la suite de 1’activation de la machinerie de transcription et elle est
liée a la présence d’un domaine d’activation dans la protéine (Salghetti et al., 2001 ; Tansey,
2001). En effet, la plupart des domaines d’activation appartiennent a la classe des domaines
induisant une dégradation rapide des protéines, les dégrons. Cependant, la dégradation peut se
produire avant que le facteur de transcription ne puisse activer ses cibles. Ce mode de
régulation négatif est fondamental chez les plantes, il est a la base de la régulation du cycle
cellulaire, du mode d’action de certaines hormones et de la réponse des plantes a leur
environnement (Smalle et Vierstra, 2004). Un mécanisme de régulation particulierement bien
décrit est celui de la stabilisation des facteurs de transcription HY5 (bZIP), HYH (bZIP) et
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LAF1 (MYB) en réponse au signal lumineux. A D’obscurité, ces facteurs sont inhibés
systématiquement par une ubiquitination induite par COP1, une ubiquitine-ligase de type E3
alors localisée dans le noyau (Hardtke et Deng, 2000 ; Seo et al., 2003). lls sont ensuite
dégradés par le protéasome, méme si une faible quantité de facteur peut persister sous forme
phosphorylée inactive (Hardtke et Deng, 2000). En réponse a un stimulus lumineux, COP1 est
exclue du noyau et HYS et LAF1 peuvent alors activer leurs cibles a I’origine de la

photomorphogénese chez A. thaliana.

4.1.5 Diffusion des facteurs de transcription chez les plantes

L’analyse fonctionnelle de certains facteurs de transcription a montré que 1’activité de
ces protéines n’est pas forcément limitée aux cellules qui les expriment. Cet effet a courte
distance serait directement lié a des mécanismes de diffusion ou de transport actif de ces
protéines a travers les plasmodesmes des cellules végétales qui permettent une continuité
entre le cytoplasme de cellules adjacentes (Haywood et al., 2002 ; Wu et al., 2002). Cette
propriété a été mise en évidence pour plusieurs facteurs appartenant a des classes différentes
mais qui sont tous impliqués dans la régulation du développement des plantes. Par exemple,
I’importance de cette diffusion a travers les différentes couches cellulaires composant le
méristéme apical a ¢été¢ décrite dans le mécanisme d’action de KNOTTEDI (facteur a
homéobox) chez le mais, de DEFICIENS (facteur MADS) chez le muflier et de LEAFY chez
A. thaliana. Dans le méristeme racinaire, le facteur SHORTROOT (SHR, famille GRAS),
impliqué dans le développement de I’endoderme, est exprimé uniquement dans la couche
cellulaire adjacente, la stele. Par contre, la présence de la protéine SHR a été révélée dans le
cytoplasme et le noyau des cellules de la stele et dans le noyau des cellules de I’endoderme,
indiquant I’existence d’un mécanisme de transport actif de SHR de la stele vers 1’endoderme

(Nakajima et al., 2001).
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4.2 IMPORTANCE DES FACTEURS MYB ET BHLH CHEZ LES
PLANTES

421 Les MYB et les bHLH chez A. thaliana

Le séquengage du génome d’A. thaliana a révélé ’existence d’environ 1500 génes
codant pour des facteurs de transcription soit 6 % du nombre total de genes (Arabidopsis
Genome Initiative, 2000). Suivant leur domaine putatif d’interaction avec I’ADN, ces genes
ont été classés en 45 familles (Riechmann et al., 2000). Avec respectivement 125 et 162
membres, les familles MYB et bHLH sont deux des familles les plus vastes rencontrées chez
A. thaliana et des méthodes de génomique ont été mises en place pour 1’analyse fonctionnelle
de ces deux familles de facteurs de transcription (Dubos et al., 2010 ; Heim et al., 2003 ;
Stracke et al., 2001 ; Toledo-ortiz et al., 2003).

4.2.2 Propriétés générales des facteurs de transcription de type MYB

Chez les plantes, la famille de facteurs de transcription présentant un domaine de
liaison a ’ADN de type MYB a ét¢ tres fortement amplifiée par rapport aux autres eucaryotes
(levure et animaux) suggérant que ces facteurs sont impliqués principalement dans la
régulation de processus spécifiques des végétaux (Riechmann, 2002). Notamment, des
protéines MYB ont été mises en évidence dans la régulation du métabolisme primaire
(synthése du tryptophane) et du métabolisme secondaire (voie des phénylpropanoides), dans
le contrdle du développement et de 1’identité cellulaire, ou dans la réponse a I’environnement
et aux hormones végétales (Tableaux 2 et 3).

Le domaine MYB, situé a I’extrémité N-terminale, est composé de répétitions
imparfaites d’un domaine de liaison a I’ADN de 50-53 aa adoptant une structure
caractéristique en hélice-hélice-tour-hélice (Dubos et al., 2010 ; Stracke et al 2001). Le
premier facteur MYB décrit, c-MYB, a été isolé chez les mammiferes et il présente trois
répétitions du domaine MYB (R1, R2, et R3). Des homologues ont été identifiés chez les
plantes et, comme c-MYB, ils sont impliqués dans la régulation du cycle cellulaire (Ito et al.,
2001). Les analyses phylogénétiques suggérent que ces genes a trois repétitions soient les
génes MYB ancestraux, obtenus par duplication du domaine MYB (Rosinski et Atchley,
1998). Puis la premiere répétition R1 aurait été perdue pour donner les premiers R2R3-MYB

spécifiques des plantes et qui ont été ultérieurement fortement amplifiés.
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Géne LocusID |AtMYB Processus régulé Référence
AS1 At2g37630 | AtMYBO091 | Différentiation des cellules foliaires | Byrne et al. (2000)
AtMYB2 | At2g47190 | AtMYBO0O02 | Régulation de I’expression des génes | Abe et al. (2003)
par ’ABA
AtMYB4 | At4g38620 | AtMYBO0O04 | Répression du métabolisme des Jin et al. (2000)
esters de I’acide sinapique
AtMYB13 |Atlg06180 |AtMYBO013 | Morphogénése de la tige Kirik et al. (1998)
AtMYB21 |At3g27810 |AtMYBO021 | Photomorphogénése Shin et al. (2002)
AtMYB23 | At5g40330 | AtMYBO023 | Différentiation des trichomes Kirik et al. (2001)
AtMYB30 |At3g28910 | AtMYBO030 | Réponse d’hypersensibilité aux Vailleau et al. (2002)
pathogenes
AtMYB102 | At4g21440 | AtMYB102 | Réponse a la blessure et aux stress Denekamp et Smeekens
osmotiques (2003)
AtMYB103 | At1g63910 | AtMYB103 | Développement du tapetum et des Higginson et al. (2003)
trichomes
ATR1 At5g60890 | AtMYBO034 | Régulation du métabolisme du Bender et Fink (1998)
tryptophane
GL1 At3g27920 | AtMYBOOO | Initiation des trichomes Oppenheimer et al. (1991)
MYB26 At3g13890 | AtMYBO026 | Déhiscence des antheres Steiner-Lange et al. (2003)
MYB61 At1g09540 | AtMYBO61 | Production des mucilages de la Penfield et al. (2001)
graine, lignification Newman et al. (2004)
LAF1 At4g25560 | AtMYBO018 | Voie de signalisation du Ballesteros et al. (2001)
phytochrome A
PAP1 Atl1g56650 | AtMYBO75 | Métabolisme des anthocyanes Borevitz et al. (2000)
PAP2 At1g66390 | AtMYBO090 | Métabolisme des anthocyanes Borevitz et al. (2000)
TT2 At5g35550 | AtMYB123 | Métabolisme des PA Nesi et al. (2001)
WER At5g14750 | AtMYBO66 | Initiation des poils racinaires Lee et Schiefelbein (1999)

Tableau 2 : Protéines a domaine R2R3-MYB caractérisées fonctionnellement chez A. thaliana
AS1, asymmetric leavesl ; ATR, altered tryptophane regulation ; LAFL1, long after far-red lightl ; PAP,
production of anthocyanin pigment ; TT2, transparent testa2; WER, werewolf.

Géne Locus ID | Particularités Processus régulé Référence
APL At1g79430 | domaines MYB et Développement du tissu Bonke ef al. (2003)
coil-coil vasculaire

MYBL2 | Atlg71030 | une répétition MYB | Initiation des trichomes Sawa (2002)

CCAl At2g46830 | une répétition MYB | Rythme circadien Wang et al. (1997)

CPC At2g46410 | une répétition MYB | Production des poils racinaires et | Wada et al. (1997)
des trichomes

EPRI1 Atlgl8330 | une répétition MYB | Rythme circadien Kuno et al. (2003)

ETC1 Atlg01380 | une répétition MYB | Production des poils racinaires et | Kirik ef al. (2004)
des trichomes

LHY At1g01060 | une répétition MYB | Rythme circadien Schaffer et al. (1998)

TRY At5g53200 | une répétition MYB | Production des poils racinaires et | Schellmann et al.
des trichomes (2002)

Tableau 3 : Protéines MYB atypiques caractérisées fonctionnellement chez A. thaliana
APL, altered phloem development ; CCA1L, circadian clock associatedl ; CPC, caprice ; EPR1, early
phytochrome responsivel ; ETC1, enhancer of TRY and CPC1 ; LHY, late elongated hypocotyl ; TRY,

triptychon.
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Figure 16 : Analyse phylogénétique de la famille des facteurs MYB d’A. thaliana (Stracke et al., 2001)

Les relations phylogénétiques entre les facteurs MYB d’A. thaliana possédant deux et trois répétitions MYB sont
représentées dans cet arbre, comprenant également certains facteurs MYB d’autres espéces (Cl, AN2,
AmMMYBMIXTA, AmMMYBPHAN, HYMYBGA, NtMYB1 et Mmc-Myb). L’analyse phylogénétique a été
effectuée en utilisant le programme PHYLIP et les motifs conservés utilisés pour la définition des sous-groupes
ont été déterminés avec le programme MEME. Pour plus de précisions, se reporter a Stracke et al., 2001.
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L’homologie de séquence en dehors du domaine MYB est assez faible mais elle a tout
de méme permis une classification de ces protéines en sous-groupes par 1’identification de
certaines séquences homologues pouvant présenter une similarité fonctionnelle (Figure 16 ;
Dubos et al., 2010 ; Stracke et al., 2001). Par exemple, certains de ces domaines présents a
I’extrémité C-terminale peuvent étre des domaines d’activation ou de répression de la
transcription (Jin et Martin, 1999). Selon cette classification, TT2 appartient au sous-groupe 5
avec le facteur MYB de mais C1, et il serait néanmoins tres proche du sous-groupe 6
comportant PAP1, PAP2, AtMYB113 et AtMYB114 (Figure 16 ; Dubos et al., 2010 ; Stracke
etal., 2001).

Une autre spécificité de la famille des MYB végétaux est la présence de nombreux
facteurs a une seule répétition MYB (Tableau 3). Certains de ces facteurs sont capables de
réguler I’expression des genes par liaison directe a I’ADN alors que d’autres agiraient par des

mécanismes d’interaction protéine-protéine.

4.2.3 Propriétés générales des facteurs de transcription de type bHLH

A Torigine, le domaine bHLH a été caractérisé dans des protéines animales qui
régulent la prolifération et la différenciation cellulaires (protéines MYC). Chez A. thaliana, ce
motif de liaison a ’ADN est présent chez 162 facteurs de transcription potentiels (Bailey et
al., 2003), ce qui est comparable au nombre de bHLH identifiées chez ’homme et la souris
(125 et 102, respectivement ; Heim et al., 2003). Les fonctions des bHLH végétales sont
variées et leur implication a été mise en évidence dans la régulation de la biosynthese des
flavonoides, dans la voie de signalisation des phytochromes et dans le développement de
I’épiderme et des carpelles (Tableau 4).

Le domaine bHLH est composé d’une région de 18 aa basiques et hydrophiles, suivie
de deux régions aux aa hydrophobes, formant des hélices oo amphipolaires et séparées par une
boucle de longueur variable (Heim et al., 2003). Chez les protéines d’origine animale, le
domaine basique se lie a la séquence consensus d’ADN CANNTG, aussi appelé motif E-box.
Les aa impliqués dans cette interaction sont conservés chez une majorité de facteurs
bHLH d’origine végétale. D’ailleurs certains de ces facteurs reconnaissent de maniere
spécifique un type particulier d’E-box, la G-box de séquence CACGTG (Kawagoe et Murai,
1996 ; de Pater et al., 1997). Certains aa formant les hélices o sont impliques dans la
formation de diméres et ils sont conservés dans la plupart des bHLH d’origine végétale (Heim
et al., 2003).
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Géne Locus ID | AtbHLH Processus régulé Référence
ALC At5g67110 | AtbHLHO73 | Déhiscence de la silique Rajani et Sundaresan
(2001)

AMS At2g16910 | AtbHLH021 | Développement de la microspore Sorensen et al. (2003)

MYC2 |At1g32640 | AtbHLHO06 |Régulation de I’expression des génes par | Abe et al. (2003)
I’ABA

ATR2 | At5g46760 |AtbHLHO005 |Régulation du métabolisme du Smolen et al. (2002)
tryptophane

BEE1 |At1g18400 | AtbHLHO044 |Voie de signalisation des Friedrichsen et al.
brassinostéroides (2002)

BEE2 |At4g36540 | AtbHLHO58 | Voie de signalisation des Friedrichsen et al.
brassinostéroides (2002)

BEE3 |At1g73830 |AtbHLHO50 |Voie de signalisation des Friedrichsen et al.
brassinostéroides (2002)

EGL3 |Atlg63650 |AtbHLHO002 |Développement des trichomes, Zhang et al. (2003)
Espacement des poils raconaires,
Métabolisme des anthocyanes

GL3 At5g41315 | AtbHLHO001 | Développement des trichomes, Payne et al. (2000)
Espacement des poils raconaires

HFR1 |At1g02340 | AtbHLHO026 | Voie de signalisation des phytochromes | Fairchild et al. (2000)

ICE1l At3g26744 | AtbHLH116 | Résistance au froid et au gel Chinnusamy et al.

(2003)

IND At4g00120 | AtbHLHO040 | Déhiscence de la silique Liljegren et al. (2004)

ORG2 |At3g56970 | AtbHLHO38 | Voie de signalisation de ’acide Kang et al. (2003)
salicylique

ORG3 | At3g56980 | AtbHLHO39 | Voie de signalisation de ’acide Kang et al. (2003)
salicylique

PIF3 At1g09530 | AtbHLHO008 | Voie de signalisation des phytochromes Ni et al. (1998)

PIF4 At2g43010 | AtbHLH009 | Voie de signalisation des phytochromes Hug et Quail (2002)

PIL1 At2g46970 | AtbHLH124 | Voie de signalisation des phytochromes | Yamashino et al. (2003)

PIL2 At3g62090 | AtbHLH132 | Voie de signalisation des phytochromes | Yamashino et al. (2003)

PIL5 At2g20180 | AtbHLHO015 | Voie de signalisation des phytochromes | Yamashino et al. (2003)

PIL6 At3g59060 | AtbHLHO065 | Voie de signalisation des phytochromes | Yamashino et al. (2003)

SPT At4936930 | AtbHLHO024 | Développement style et stigmates Heisler et al. (2001)

TT8 At4909820 | AtbHLHO042 | Métabolisme des PA Nesi et al. (2000)

Tableau 4 : Protéines a domaine bHLH caractérisées fonctionnellement chez A. thaliana
(d’apres Toledo-Ortiz et al., 2003)

ALC, alcatraz ; AMS, aborted microspores ; ATR, altered tryptophane regulation ; BEE, BR enhanced
expression ; EGL3, enhancer of glabra3 ; GL3, glabra3 ; HFR1, long hypocotyl in far-red lightl ; ICEZ, inducer
of CBF expressionl ; IND, indehiscent ; ORG, OBP3-responsive gene ; PIF, phytochrome interacting factor ;

PIL, PIF3-like ; SPT, spatula ; TT8, transparent testa8.

Une classification des bHLH d’A. thaliana a été effectuée en prenant en compte le
nombre et la position des introns, la position du domaine bHLH dans la protéine et la présence

d’aa conservés en dehors du domaine bHLH (Heim et al., 2003). Douze sous-familles ont été

obtenues, parmi lesquelles, la sous-famille 11If comprend TT8, AtMYC1, GL3 et EGL3.
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4.3 LESFACTEURS MYB ET BHLH REGULANT LA BIOSYNTHESE
DES FLAVONOIDES

4.3.1 Généralités

Chez la majorité des espéces végétales pour lesquelles la régulation de la biosynthése
des flavonoides a été étudiée par des méthodes de biologie moléculaire, un réle majeur des
protéines a domaine MYB et bHLH a été mis en évidence pour ’activation directe des genes
codant pour les enzymes de biosynthése (Irani et al., 2003 ; Davies et Schwinn, 2003).
Historiquement, les premiers régulateurs isolés furent C1 (MYB) et R (bHLH) impliqués dans
la biosynthése des anthocyanes chez le mais (Paz-Ares et al., 1987 ; Dellaporta et al., 1988).
De nombreux genes, homologues a C1 et R, ont ensuite été isolés dans les autres especes
végétales, ainsi que des geénes appartenant a d’autres familles de régulateurs comme par
exemple les protéines a répétitions WD (protéines WDR) et des facteurs de type bZIP ou
homéobox (Tableau 5). L’analyse de ces différents régulateurs a tout d’abord révélé une
conservation fonctionnelle, notamment dans les interactions entre les facteurs MYB et bHLH
pour I’activation de leurs cibles. Mais également des différences importantes ont été mises en
évidence pour la régulation des enzymes précoces et des enzymes tardives de la voie ou pour

les mécanismes de régulation de ces régulateurs.
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MYB bHLH WDR Autres facteurs

Biosynthese des anthocyanes

Zea mays (mais) Cl,PL R,B,Sn,Lc  PAC1
IN1*
A. thaliana PAP1, PAP2 EGL3,TT8, TTG1 ANL2 (Homeobox)
GL3 TTG2 (WRKY)
Petunia hybrida (pétunia) AN2, AN4 JAF13, AN1  AN11
Antirrhinum majus (muflier) ROSEA 1/2, DELILA,
VENOSA MUTABILIS
Perilla frutescens MYB-P1 MYC-RP/GP  PFWD
Gerbera hybrida (gerbera) GMYB10 GMYC1
Pisum sativum (pois) A, A2
Fragaria x ananase (fraisier) FaMYB1*
Oryza sativa (riz) OSB1, 0OSB2
Petroselinum crispum (persil) CPRF1*, CPRF2, CPRF5-7
(facteurs bZIP)
Vitis vinifera (vigne) MYBA
Lycopersicon sp. (tomate) ANT1
Biosynthése des PA
A. thaliana TT2 TT8 TTG1 TTG2 (WRKY)
TT1 (WIP Zn finger)
TT16 (MADS-box)
Hordeum vulgare (orge) ANT13
Biosynthése des phlobaphénes
Zea mays P
Sorghum bicolor (sorgho) Y

Tableau 5 : Régulateurs de la biosynthése des flavonoides chez les plantes

(d’aprés Irani et al., 2003 ; Davies et Schwinn, 2003 ; Mathews et al., 2003)

AN ou ANT, anthocyanin ; ANL2, anthocyaninless2 ; B, booster ; C1, colorlessl ; CPRF, common plant
regulatory factor ; EGL3, enhancer of glabra3 ; GL3, glabra3; IN1, intensifierl ; Lc, leaf color ; MYC-GP,
MYC green perilla ; MYC-RP, MYC red perilla ; OSB, Oryza sativa homologue of B-peru ; P, pericarp color ;
PAC1, pale aleurone colorl ; PAP, production of anthocyanin pigment ; PFWD, Perilla frutescens WDR ; PL,
purple leaf ; R, red plant color ; Sn, scutellar node color ; TT, transparent testa ; TTG, transparent testa glabra.
(*) Régulateurs négatifs.

4.3.2 L’interaction MYB-bHLH : exemple des facteurs C1 et R de mais

Geéneralités

La régulation de la biosynthése des flavonoides a été étudiée de fagon tres approfondie
chez le mais. Différents travaux ont permis de révéler le réle prépondérant joué par les
membres de deux familles de facteurs de transcription, les génes homologues des facteurs C1
(MYB) et R (bHLH) qui régulent la production des anthocyanes dans les différents organes
pigmentés du mais (Tableau 5). Une interaction directe entre les membres de ces deux
familles de geénes est nécessaire pour I’activation spécifique de 1’ensemble de la voie de
biosynthese des anthocyanes (Goff et al., 1992). Cependant, pour la production d’autres
composés flavonoiques, des polymeres appartenant a la classe des phlobaphénes, un seul type
de régulateur est suffisant pour activer I’ensemble des génes nécessaires a la biosynthése de

ces composes : la protéine P appartenant a la famille des facteurs de type MYB (Grotewold et
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al., 1994). Ainsi, pour I’activation des mémes génes (CHS/C2, CHI et DFR/A1), C1 nécessite

une interaction avec R alors que P ne semble pas avoir besoin d’un autre partenaire protéique.

Analyse fonctionnelle de C1 et B

L’interaction entre C1 et B (I'un des nombreux homologues de R ; Radicella et al.,
1991) a éte étudiée par des expériences de double-hybride réalisées dans la levure et in planta
(Goff et al., 1991 et 1992). Cette interaction a lieu entre la région N-terminale de B (aa 1 a
244) et le domaine MYB de C1, indépendamment de la liaison aux promoteurs. Un domaine
d’activation de la transcription de force comparable a celle de VP16 ou de GAL4 a été
identifié dans la partie C-terminale de C1 (domaine d’activation fort), une région présentant
des aa acides (aa 234 a 273). Par contre, aucun domaine d’activation de la transcription n’a pu
étre mis en évidence dans B qui serait ainsi dépendant de son interaction avec C1 pour remplir
cette fonction d’activation de la transcription. D’autre part, I’interaction entre C1 et B n’a pas
d’influence sur la capacité d’activation de la transcription de C1 et si ce domaine est remplacé
par VP16, C1 reste dépendant de B pour ’activation de leurs cibles in planta. L’interaction
entre C1 et B n’a donc pas pour effet d’induire ’activité du domaine d’activation présent dans
C1 (Goff et al., 1991).

L’hypothese privilégiée est que cette interaction permette de potentialiser la liaison a
I’ADN du domaine MYB et du domaine bHLH. En effet, si le domaine bHLH (présent a
I’extrémité C-terminale) est supprimé, la protéine B résultante, qui conserve son domaine
d’interaction avec Cl, reste capable d’activer ses cibles in planta. Cette délétion entraine
seulement une diminution de 50 % du niveau d’expression d’un gene rapporteur formé par la
fusion transcriptionnelle entre le promoteur de Bzl (géne codant pour une UDP glucose-
flavonol-3-O-glucosyltransférase spécifique de la biosynthése des anthocyanes) et la
luciférase. De la méme fagon, une mutation ponctuelle dans le domaine MYB de C1 permet
d’inhiber sa capacité de liaison a I’ADN (remplacement de D en position 101 par E) sans
affecter son interaction avec B. La protéine résultante reste capable d’activer la transcription
d’un géne rapporteur (fusion transcriptionnelle entre le promoteur de DFR/A1 et la luciférase)
a un niveau équivalent & 11 % de ’activation conférée par C1/B (Sainz et al., 1997). En
comparaison, aucune activation significative de ces genes rapporteurs n’a pu étre mise en
évidence dans les mémes expériences d’activation transitoire par la simple transformation par

C1ou B.
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Etude comparative de P et C1

La preuve de I’interaction directe entre les régulateurs P et C1 et les promoteurs des
génes codant pour les enzymes de biosynthése des flavonoides a été apportée par la réalisation
d’expériences de retard de migration sur gel (Grotewold et al., 1994 ; Sainz et al., 1997 ;
Lesnick et Chandler, 1998). Tout d’abord, des expériences menées avec le promoteur de
DFR/A1 et la protéine P produite chez E. coli ont permis de mettre en évidence une
interaction directe entre ce promoteur et le domaine MYB de P (Grotewold et al., 1994).
L’identification précise des régions cis-régulatrices impliquées dans cette interaction a révelé
que ces sites sont impliqués dans 1’activation in planta par C1/B, montrant que P et C1 sont
capables de reconnaitre les mémes sequences régulatrices dans ce promoteur. Ces séquences
régulatrices sont composees de deux sites de fixation, un site proximal (région -65 a -55 par
rapport au site d’initiation de la transcription) de séquence ACCTACCAACC présentant les
deux sites imbriqués CCTACC et CCAACC, et un site distal (région -116 a -124, orientation
inversée) de séquence AACTACCGG. La réalisation d’expériences de retard de migration sur
gel avec la protéine C1 produite chez E. coli a permis de confirmer que C1 est capable,
comme P, de se fixer a ces deux sites in vitro (Sainz et al., 1997), et ceci indépendamment de
I’addition de B dans le milieu réactionnel. Par contre, I’analyse des affinités de liaison entre
C1, P et le site de fixation proximal a permis de mettre en évidence une différence d’affinité.
Les constantes d’affinité mesurées pour ce site de fixation sont de 52 nM pour P et de 330 nM
pour C1 révélant une affinité 6 fois plus importante pour P. La détermination des séquences
consensus reconnues par les domaines MYB de C1 et de P lors d’expériences de « PCR site
selection » a également permis de mettre en évidence quelques différences entre ces protéines.
En accord avec la séquence des sites de fixation déterminée dans le promoteur de DFR/AL, la
séquence consensus est CCWACC pour P et AMCWAMC pour C1 (Grotewold et al., 1994 ;
Sainz et al., 1997). Cette différence d’affinité des sites MYB de C1 et P permet d’expliquer en
partie pourquoi C1 pourrait avoir besoin de B pour potentialiser son interaction avec I’ADN.
Cependant, la réalisation d’expériences de retard sur gel avec C1 sans que la présence de B ne
soit nécessaire suggere que B n’est peut-€tre pas indispensable pour la liaison a ’ADN de Cl1.
Malgré tout, dans tous les tests de transactivation de promoteurs effectués in planta, C1 reste
dépendant de B pour induire une activation significative (Sainz et al., 1997). C’est pourquoi
plusieurs hypothéses ont été avancées pour essayer d’expliquer les contradictions révélées
entre les expériences réalisées in vitro et in planta. Notamment, il a été proposé que
I’interaction avec B puisse avoir une influence sur I’activité de C1 en renforcant I’efficacité
de sa translocation dans le noyau ou en le stabilisant.
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Le role de la bHLH (B/R) est de réguler la speécificité de liaison a I’ADN du MYB

Des résultats récents permettent cependant d’affirmer que le role de B est
principalement de moduler la spécificité du domaine MYB de C1 (Grotewold et al., 2000).
Des expériences de mutagénése dirigée ont permis d’identifier les aa du domaine MYB de C1
qui sont responsables de ’interaction avec R, ce sont les aa L77, R80, R83 et L84 qui sont
tous présents dans le domaine R3 de C1. Ces aa sont également retrouvés dans la sequence du
domaine R3 de plusieurs MYB d’A. thaliana : TT2, GL1, PAP1 et PAP2. Leur mutation dans
la protéine C1 rend I’interaction avec B impossible. Par contre, le remplacement des aa
correspondants dans la séquence de P (P"7-8ORABRTEL) Hyormet interaction entre P et B.
Par la modification de deux aa supplémentaires (S94G et HI5R) la protéine P devient capable
d’activer in planta la transcription de Bz1, une cible habituelle de C1/B mais pas de P, et ceci

seulement en présence de B. Mais cette derniére protéine p'’7-K80RAB3R TBALSIGHISR

conserve
également certaines caractéristiques de P puisqu’elle reste capable d’activer DFR/AL
indépendamment de B. Ainsi, le changement de quelques aa a permis de conférer de
nouvelles propriétés au domaine MYB de P sans altérer son activité de liaison au promoteur
de DFR/AL. Autrement dit, méme en I’absence de B la protéine MYB chimérique est active,

le role de B serait donc principalement d’agir sur la spécificité de liaison a I’ADN du MYB.

4.3.3 Différences interspécifiques dans la régulation de la biosynthese des

flavonoides

La régulation des enzymes précoces et des enzymes tardives de la voie de biosynthése

L’¢étude de la cinétique d’expression des genes de biosynthése a révélé des différences
suivant les espéces étudiées (pour revue Mol et al., 1998). Ainsi, chez le mais, I’ensemble des
génes de biosynthese est activé de facon coordonnée par C1/R ou leurs homologues dans les
tissus qui accumulent des anthocyanes. Par contre, chez les Dicotylédones, deux catégories de
genes peuvent étre distinguées, les genes intervenant précocement ou tardivement dans la voie
de biosynthese. Cependant, cette distinction varie selon les especes et elle peut étre correlée
aux types de composés accumulés. Par exemple, chez le muflier qui produit principalement
des flavanones et des anthocyanes, la classe des génes tardifs inclut les genes codant pour la
F3H et les enzymes qui la suivent dans la voie (Martin et al., 1991), alors que chez le pétunia

et chez A. thaliana, accumulant des flavonols, des anthocyanes et des PA, la classe des genes
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tardifs débute au niveau de la DFR (Kubasek et al., 1992 ; Quattrochio et al., 1993 ;
Quattrochio et al., 1998 ; Nesi et al., 2000).

Ces différences pourraient indiquer chez certaines especes, 1’existence de mécanismes
redondants pour la régulation de I’expression des genes intervenant précocement dans la voie.
Mais au lieu de cela, des résultats suggerent la présence de deux groupes de régulateurs
(Quattrochio et al., 1993 ; Quattrochio et al., 1998). En effet, dans des expeériences
d’expression transitoire les régulateurs de pétunia AN2 (MYB) et JAF13 (bHLH) impliqués
dans la régulation de la DFR de pétunia (DFRA) sont capables d’activer un gene codant pour
la CHS de mais (C2), comme C1/R, mais pas un géne codant pour la CHS de pétunia (CHSA).
Ainsi, un premier groupe de régulateurs chez le pétunia comprendrait AN2 et JAF13, les
orthologues putatifs de C1/R, et serait capable d’activer la transcription des genes spécifiques
de la biosynthése des anthocyanes, alors qu’un second groupe de régulateurs controlerait
I’expression des geénes intervenant plus précocement dans la voie. Les membres de ce dernier
groupe de régulateurs n’ont pas encore été identifiés. Ces résultats indiquent également une
conservation fonctionnelle entre C1/R et AN2/JAF13 et suggerent que les différences
observées lors de l’introduction de ces genes dans différentes espeéces végétales sont
principalement liées a une divergence dans les séquences cis-régulatrices des génes de
structure (Quattrochio et al., 1993 ; Quattrochio et al., 1998).

Différences dans le contrdle de I’expression des régulateurs

Les données concernant la régulation de 1’expression des régulateurs de la biosynthese
des flavonoides sont peu nombreuses. Les quelques résultats obtenus suggerent 1’existence de
différences interspécifiques. Il a été montré par exemple que 1’expression de C1 dans le grain
de mais est sous la dépendance directe du facteur VIVIPAROUSI1 (VP1) et de I’ABA (Hattori
et al., 1992 ; Suzuki et al., 1997). Par contre, la biosynthése des flavonoides ne semble pas
affectée dans les graines du mutant abi3 d’A. thaliana (ABI3 code pour I’orthologue de VP1 ;
Parcy et al., 1994 ; Suzuki et al., 2001). En ce qui concerne les facteurs de type bHLH, un
contrdle par les autres régulateurs de la biosynthése des flavonoides a été mis en évidence
chez le pétunia et chez A. thaliana. Les facteurs MYB AN2 et AN4 sont capables d’activer
I’expression de AN1 (bHLH), leur partenaire pour I’activation de la biosyntheése des
anthocyanes chez le pétunia (Spelt et al., 2000). L’expression de TT8 est contrdlée par TTG1

dans les graines d’A. thaliana et peut étre induite de facon ectopique par TT2 in planta (Nesi
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et al., 2000 et 2001). Par contre, ce type de contréle complexe n’a pas été mis en évidence

chez le mais (Carey et al., 2004).

Différences fonctionnelles entre les régulateurs

Certaines expériences d’expression en systéeme hétérologue ont également révélé des
differences fondamentales dans la fonctionnalité des régulateurs. Par exemple, plusieurs
membres de la famille des bHLH ont été surexprimes chez le tabac (Nicotiana tabacum), le
pétunia et chez A. thaliana. Quand Lc ou R (deux bHLH de mais ; Tableau 5) ont été utilisés,
une augmentation significative de la production des anthocyanes a été observée, mais sans
entrainer d’accumulation ectopique (Lloyd et al., 1992 ; Bradley et al., 1998). Tout d’abord,
ce résultat indique que chez ces plantes, ’homologue de Lc/R est probablement limitant dans
la plupart des tissus, alors que ’homologue de C1 serait présent en quantité suffisante pour
interagir avec Lc/R et permettre une augmentation de la pigmentation. De méme, la
surexpression de DELILA (bHLH de muflier ; Tableau 5) a provoqué une augmentation de la
pigmentation chez le tabac, par contre, elle n’a eu aucun effet chez A. thaliana (Mooney et al.,
1995). Afin d’expliquer ces résultats, il a été¢ proposé que DELILA et Lc aient des spécificités
de liaison & I’ADN différentes et/ou que DELILA soit plus sensible a un systéme de
régulation négatif auquel pourraient échapper Lc et R. En accord avec cette derniére
hypothése, une complémentation du phénotype de ttgl a été obtenue chez A. thaliana par la
surexpression de R (Lloyd et al., 1992). TTG1 ne code pas pour un facteur de type bHLH
mais pour une protéine a domaine WDR qui pourrait étre nécessaire a I’activité de certaines
bHLH (Walker et al., 1999). Il est probable que R/Lc puissent se passer de la fonction

associée a TTG1, contrairement aux bHLH d’A. thaliana.
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5 DONNEES FONCTIONNELLES SUR LES PROTEINES A
DOMAINE WDR HOMOLOGUES DE TTG1

5.1 GENERALITES SUR LES PROTEINES A DOMAINE WDR

Le domaine WDR est retrouvé dans de nombreuses protéines pouvant intervenir dans
des processus cellulaires trés variés, comme par exemple la transduction de signaux, la
dynamique du cytosquelette, la régulation de la localisation sub-cellulaire des protéines, la
production des ARNm, la modification de la structure de la chromatine ou les mécanismes de
régulation de la transcription (Van Nocker et Ludwig, 2003). Dans ces différents processus, le
domaine WDR est impliqué dans des interactions protéine-protéine et il peut servir de facon
stable ou transitoire a 1’assemblage de complexes protéiques. Dans certaines protéines, son
association a d’autres domaines fonctionnels permet de promouvoir une interaction entre
plusieurs protéines. Par exemple, le domaine WDR est présent dans de nombreuses protéines
a activité E3-ubiquitin ligase ou il est responsable de la spécificité de la reconnaissance de la
protéine a dégrader (Smalle et Vierstra, 2004). Ainsi dans la protéine COP1 le domaine WDR
est juxtaposé a un domaine de type « Ring-finger », ce qui permet d’interagir spécifiquement
avec certains facteurs de transcription (HYS, HYH et LAF1) et d’induire leur dégradation par
le protéasome 26S (Seo et al., 2003).

Le motif WDR se caractérise par une séquence peu conservée d’environ 40 aa se
terminant par les deux aa W et D, c’est pourquoi il est aussi appelé domaine WD40. Il est
notamment présent dans la sous-unité G3 des GTPases hétérotrimériques a laquelle il confere
une structure tridimensionnelle particuliére par formation de feuillets B antiparalléles qui
s’organisent en une structure cylindrique appelée hélice B (Walker et al., 1999).

Dans le génome d’A. thaliana, 237 génes putatifs codant pour des protéines présentant
4 3 10 répetitions du domaine WDR ont été isolées (Van Nocker et Ludwig, 2003). Celles
dont la caractérisation fonctionnelle est la plus avancée sont COP1 qui régule la
photomorphogénése (Hardtke et Deng, 2000), LEUNIG qui est impliquée dans un complexe
répresseur de I’expression d’AGAMOUS (Conner et Liu, 2000) et PRL1 qui intervient dans la
réponse a de nombreux stimuli : le glucose, le saccharose, le froid et les phytohormones
(Nemeth et al., 1998).
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5.2 LESHOMOLOGUESDE TTG1

5.2.1 Analyse phylogénétique des génes homologues de TTG1

De nombreux genes homologues de TTG1 sont connus chez les végétaux mais aussi
chez d’autres eucaryotes (de Vetten et al., 1997 ; Carey et al., 2004). L’homologie de
séquence est tres forte entre ces différents génes, probablement & cause de la pression de
sélection imposée par la structure tridimensionnelle caractéristique de la protéine pour
laquelle ils codent, en hélice . Une analyse phylogénétique a permis de classer ces génes en
fonction de leur séquence (Carey et al., 2004). Deux groupes ressortent de cette classification
suivant I’homologie de séquence avec les génes de mais PAC1 ou MP1. Le groupe défini par
PAC1 comprend tous les génes impliqués dans la régulation de la biosynthese des flavonoides
c'est-a-dire TTG1 (Walker et al., 1999), le gene AN11 de pétunia (de Vetten et al., 1997), le
géne PFWD de Perilla frutescens (Sompornpailin et al., 2002) et le gene PAC1 de mais
(Carey et al., 2004). Le second groupe, défini par le gene MP1 de mais, ne comprend pas de
génes dont la fonction est connue. On y retrouve les génes les plus proches de TTG1 présents
chez A. thaliana, AtAN11A et AtAN11B (de Vetten et al., 1997).

Les différents résultats de comparaison fonctionnelle entre ces génes homologues sont
en accord avec la classification phylogénétique. Ainsi I’expression ectopique de AN11, PFWD
ou PAC1 permet la complémentation du phénotype du mutant ttgl d’A. thaliana (Payne et al.,
2000 ; Sompornpailin et al., 2002 ; Carey et al., 2004). Chez certains transformants, une
surproduction des trichomes, des anthocyanes et des poils racinaires a méme été observée
(Sompornpailin et al., 2002). Par contre, lors de tests d’activation transitoire d’un géne
rapporteur composé du promoteur de la DFR de pétunia et de la séquence codante de la
luciférase, AtAN11A, AtANI11IB et I’homologue humain (HsANI11) provoquent une
activation faible correspondant a 10 % de celle conférée par AN11, et I’homologue de levure
(SCAN11) ne montre aucune activité (de Vetten et al., 1997). Ces résultats suggerent une
différence d’activité entre les protéines codées par les génes du groupe de PACL et les autres

membres de la famille.
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Figure 17 : Analyse phylogénétique des homologues de TTG1 (Carey et al., 2004)

Trois clades principaux ressortent de 1’analyse phylogénétique des homologues de TTGI. Le clade de PACI1
comprend PAC1, AN11 et TTG1. Le clade de MP1 comprend MP1, ATAN11A et ATAN11B. Un troisiéme
clade regroupe les homologues qui ne sont pas issus du monde végétal. Cet arbre phylogénétique a été obtenu
par une analyse de matrices de distance (« neighbour joining »). Un nombre total de 500 arbres a été obtenu, le
nombre d’arbres ayant servi a définir chaque embranchement est indiqué dans la Iégende, a 1’exception des
embranchements retrouvés dans un nombre d’arbres inférieur a 250. La distance représentée par la barre
correspond & un nombre de substitution de 0.3 aa par site. Pour plus de précisions sur la méthode employée pour
I’analyse phylogénétique, se reporter a Carey et al., 2004.

5.2.2 Localisation sub-cellulaire des protéines homologues de TTG1

L’étude de la localisation sub-cellulaire de la protéine AN11 a été effectuée par
fractionnement des composants de cellules de fleurs de pétunia (de Vetten et al., 1997).
L’utilisation d’un anticorps dirigé contre AN11 a permis de révéler la présence de cette
protéine dans la fraction correspondant aux composants cytoplasmiques. Cette localisation
principalement cytoplasmique a été confirmée pour les protéines TTG1 et PFWD par la
réalisation de fusions traductionnelles avec la protéine GUS (Walker et al., 1999;
Sompornpailin et al., 2002). Cependant, dans le cas de PFWD, un changement de localisation
a été observé lors de la co-transformation avec la bHLH de Perilla frutescens, MYC-RP,
induisant une translocation vers le noyau (Sompornpailin et al., 2002). Ce dernier résultat
suggere que les protéines du groupe de PACL1 ont une localisation principalement
cytoplasmique mais qu’elles pourraient agir dans le noyau aprés transfert par interaction avec

une protéine bHLH.
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5.2.3 Interactions de TTGL1 et de ses homologues avec les facteurs MYB et
bHLH

En accord avec les résultats de localisation sub-cellulaire, des interactions entre les
protéines du groupe de PACL1 et des protéines a domaine bHLH ont été mises en évidence par
des méthodes de double-hybride chez la levure. Ainsi, des interactions ont été décrites entre
TTGL et les protéines EGL3 et GL3 (Payne et al., 2000 ; Zhang et al., 2003), entre PFWD et
MY C-RP (Sompornpailin et al., 2002), et entre AN11, AN1 et JAF13 (Kroon, 2004). En plus
de cette interaction directe, TTG1 régulerait I’expression de certaines bHLH comme TT8 chez
A. thaliana. Mais cette propriété ne semble pas partagée par tous ses homologues des autres
espéces (Nesi et al., 2000 ; Carey et al., 2004). Par contre, des résultats plus complexes ont
été obtenus au niveau génétique. En effet, le facteur AN2 (MYB) de pétunia est capable de
complémenter 1’absence d’anthocyanes dans le mutant anll (de Vetten et al., 1997), alors que
la complémentation de ttgl a été obtenue par surexpression des facteurs bHLH : R, GL3 ou
EGL3 (Lloyd et al., 1992 ; Payne et al., 2000 ; Zhang et al., 2003). Ces derniers résultats nous
indiquent que TTG1 et ses homologues pourraient étre impliqués dans la régulation de
I’activité des facteurs de transcription (MYB et/ou bHLH) contr6lant la biosynthese des

flavonoides.

5.3 LES VOIES DE REGULATION DEPENDANTES DE TTG1 CHEZ
A. THALIANA

5.3.1 Généralités

TTG1 est impliqué dans différents mécanismes de régulation chez A. thaliana sans
lien évident : la régulation du métabolisme des flavonoides et des mucilages, I’induction de la
production des trichomes et 1’inhibition de la formation des poils racinaires (Koornneef,
1981). Cependant, I’existence de mécanismes communs de régulation pour la production de
métabolites secondaires et 1’induction des trichomes pourrait s’expliquer par le fait que, chez
certaines especes végetales, les trichomes accumulent spécifiquement des meétabolites
secondaires toxiques pouvant entrer dans la lutte contre les herbivores. Chez le pétunia, la
protéine AN11l a également des rdles multiples, puisqu’en plus de la régulation de la
biosynthése des anthocyanes et des PA, elle contrdle la morphologie des cellules des

téguments de la graine et le pH des cellules composant les pétales (Carey et al., 2004). Dans
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chacune des voies controlées par TTG1, des facteurs MYB et bHLH ont été identifiés, ce qui
suggere I’existence d’un module de régulation commun (Tableau 6). D’ailleurs, certains
résultats suggérent une trés forte homologie fonctionnelle au sein de ces classes particulieres

de facteurs MYB ou bHLH, comme cela est illustré dans les paragraphes qui suivent.

Production des Induction des Meétabolisme Synthése des

poils racinaires  trichomes des flavonoides = mucilages
MYB WER GL1, AtMYB23 TT2, PAP1/2 AtMYB61
bHLH GL3, EGL3 GL3, EGL3 TT8, EGL3 TT8, EGL3
WDR TTG1

Tableau 6 : Facteurs MYB et bHLH identifiés dans les voies controlées par TTG1
EGL3, enhancer of glabra3 ; GL, glabra ; PAP, production of anthocyanin pigment ; TT, transparent testa ; TTG,
transparent testa glabra ; WER, werewolf.

5.3.2 Homologie fonctionnelle entre GL1 et WER

GL1 et WER sont deux facteurs MYB impliqués respectivement dans 1’induction de la
production des trichomes et dans [D’inhibition de la formation des poils racinaires
(Oppenheimer et al., 1991 ; Lee et Schiefelbein, 1999). Dans la classification des MYB d’A.
thaliana, ils constituent le sous-groupe 15 (Dubos et al., 2010 ; Stracke et al., 2001), dont est
membre un troisiéme facteur, AtMYB23 (Kirik et al., 2001). L’homologie de séquence entre
les protéines GL1 et WER est de 57 % d’identité en aa, avec 91 % d’identité dans la région
couverte par le domaine MYB. Afin de tester I’homologie fonctionnelle entre GL1 et WER, la
séquence codante de WER a été placée sous le contr6le des régions promotrices de GL1 et ce
construit a été introduit dans le mutant gl1 (Lee et Schiefelbein, 2001). L’expérience inverse a
aussi été effectuée, avec la transformation de wer par un construit plagant la séquence codante
de GLI1 sous le controle des régions régulatrices de 1’expression de WER. Dans les deux
expériences, une restauration du phénotype sauvage a été observée pour chaque mutant,
indiquant que GL1 et WER sont des protéines fonctionnellement homologues, leur réle dans
la production des trichomes ou des poils racinaires dépendant uniquement de leur profil
d’expression. De ce fait, elles ne sont pas directement responsables de la détermination de
I’identité cellulaire des trichomes ou des poils racinaires. En effet, dans ces deux voies,
I’activité de WER et de GL1 dépend de I’activation du méme gene, GL2, qui appartient a la
classe des facteurs de transcription de type homéobox (Lee et Schiefelbein, 2001).
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5.3.3 Mécanisme de redondance partielle entre les facteurs bHLH
dépendants de TTG1

L’homologie fonctionnelle entre les différents facteurs a domaine bHLH impliqués
dans les voies dépendantes de TTGI a été suggérée précocement par le fait que I’ensemble de
ces voies peut étre activé par I’expression ectopique de R, le facteur bHLH de mais (Lloyd et
al., 1992). EGL3 a été cloné par la réalisation d’une mutagénése du mutant nul gl3. Celui-ci
produit encore quelques trichomes et les doubles mutants ont été sélectionnés afin d’obtenir
des plantes completement glabres (double mutant gl3 x egl3). Le phénotype des plantes ayant
simplement la mutation egl3 a été mis en évidence par une étude précise de chaque voie
régulée par TTG1. Cette étude a révélée une réduction du nombre des trichomes et une
réduction de 1’accumulation des anthocyanes et des mucilages suggérant que EGL3 peut
participer a plusieurs voies régulées par TTG1 (Zhang et al., 2003). Afin de préciser la
contribution de chacune de ces bHLH in planta, la caractérisation des doubles mutants egl3 x
tt8 et gI3 x tt8, et du triple mutant gI3 x egl3 x tt8 a été entreprise. Les résultats confirment le
role de GL3 et d’EGL3 dans I’induction des trichomes et indiquent que la régulation de la
production des mucilages de la graine est contr6lée par TT8 et EGL3 (Zhang et al., 2003).
EGL3, TT8 et dans une moindre mesure GL3 participeraient a la régulation de la production
des anthocyanes dans les plantules (Zhang et al., 2003) et la production des poils racinaires
serait principalement régulée par GL3 et EGL3 (Bernhardt et al., 2003). Par contre, aucun
effet de EGL3 ou de GL3 n’a été révélé pour la régulation de la production des PA. Cette
absence de redondance pourrait étre liée a une absence d’expression de GL3 ou d’EGL3 dans
I’endothélium. Cependant 1’expression ectopique de GL3 dans le mutant tt8 induit trés
faiblement la production des PA contrairement a 1’expression ectopique de TT8 ou d’EGL3
qui sont plus efficaces pour restaurer ce phénotype. Ce dernier résultat suggére une certaine
différence dans I’activité¢ des protéines TT8, GL3 et EGL3 malgré leur implication dans un
mécanisme de régulation partiellement redondant et leur homologie de séquence (Zhang et
al., 2003).
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54 HYPOTHESES SUR LE MODE D’ACTION DU MODULE MYB-
BHLH-WDR

L’ensemble des analyses fonctionnelles réalisées sur les facteurs MYB et bHLH
impliqués dans la régulation de la biosynthese des flavonoides chez de nombreuses especes
végetales ou dans la régulation des autres voies dépendant de TTG1 chez A. thaliana, a
permis de proposer un modele d’action du module MYB-bHLH-WDR (Figure 17 ; Mol et al.,
1998 ; Payne et al., 2000). Dans ce mod¢le, I’interaction entre le facteur MYB et le facteur
bHLH serait responsable de la reconnaissance spécifique et de 1’activation des génes cibles
dans le noyau. Par contre, la fonction de la protéine & domaine WDR est moins bien comprise,
principalement parce que la majorité de sa séquence est occupée par le domaine WDR et
qu’aucun autre domaine fonctionnel n’a été identifié¢ jusqu’a présent. L hypothese privilégi¢e
est liée a son homologie de structure avec la sous-unité Gp des GTPases hétérotrimériques,
suggérant que la protéine a domaine WDR pourrait étre le composant d’une voie de
signalisation cytoplasmique, aboutissant a 1’activation des facteurs de transcription (de Vetten
et al., 1997). Cette activation pourrait se faire par une modification post-traductionnelle qui
reste a préciser. Etant donné les résultats d’interaction directe obtenus entre plusieurs
protéines WDR et des facteurs bHLH, certains ont suggéré que ces facteurs pourraient
constituer la cible principale de la régulation par la protéine WDR. En accord avec cette
hypothése, les inhibiteurs de la transduction par les protéines G sont capables de stopper
I’activation de la production des anthocyanes provoquée par un stimulus lumineux (Bowler et
al., 1994 a-b).
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Figure 17 : Hypothéses sur le mode d’action des modules MYB-bHLH-WDR chez les plantes

(d*apreés Mol ez al., 1998)

Le complexe formé par les facteurs MYB et bHLH serait responsable de "activation spécifique de la
transcription de génes cibles, La protéine 4 domaine WDR ne serait pas un facteur de transcription
proprement dit mais elle régulerant activité du complexe MYB/bHLH par interaction directe avee celui-ci,
Elle pourrait faire partie d’une voie de signalisation a localisation cytoplasmique.
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6 ANALYSE DES INTERACTIONS ENTRETT2, TT8, TTG1 ET LE
PROMOTEUR DE BAN

Cette  section est constituée par un article publié dans la  revue
The Plant Journal (2004) 39, 366-380:

TT2, TT8, and TTG1 synergistically specify the expression of BANYULS and
proanthocyanidin biosynthesis in Arabidopsis thaliana

Antoine Baudry*, Marc Heim?, Bertrand Dubreucq®, Michel Caboche®, Bernd Weisshaar® and
Loic Lepiniect

! Seed Biology Laboratory, UMR 204 INRA/INAPG, Jean-Pierre Bourgin Institute, Route de
Saint-Cyr, 78026 Versailles Cedex, France and

2 Max-Planck-Institute for Plant Breeding Research, Carl-von-Linne-Weg 10, D-50829 Kéln,

Germany

6.1 RESUME DE L'ARTICLE

Des résultats préalables a cette étude ont montré que TT2, TT8 et TTGI1 sont trois
régulateurs nécessaires a l'activation du gene BAN et justifiaient de s'intéresser a une possible
collaboration entre ces facteurs de transcription pour conférer le profil d'expression
caractéristique de cette enzyme de biosynthése des PA. Un ensemble de méthodes de
génétique moléculaire ont été utilisées afin d'obtenir des éléments d'information in planta
mais aussi de décomposer les interactions entre ces protéines dans un systeme hétérologue
adapté, la levure (méthodes du simple-, double-, et triple-hybride). Tout d'abord, des plantes
exprimant des fusions traductionnelles entre TT2, TT8, TTGIl et le récepteur aux
glucocorticoides (GR) ont permis de montrer que ces trois régulateurs agissent tous au méme
niveau, c'est-a-dire directement sur la transcription de BAN. L'analyse des interactions entre
TT2, TT8 et TTGI par la méthode du double hybride a montré que ces protéines interagissent
simultanément pour la formation d'un complexe stable a trois composants. Cependant, dans
des expériences de simple-hybride, TT2 et TT8 seraient suffisants pour reconnaitre
spécifiquement et interagir avec la région promotrice de BAN. Des éléments sur la fonction de
TTG1 dans ce complexe ont ensuite été obtenus par la méthode de transfection de

protoplastes d'4. thaliana. En effet dans ce systeme, l'activité du complexe TT2-TT8 est
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corrélée au niveau d'expression de TTG1, avec une augmentation de la transcription de BAN
quand TTG1 est surabondant. Finalement, 1'importance de TTG1 pour l'activité du complexe a
été confirmée in planta. En effet, quand TT2 est exprimé de facon ectopique, il est suffisant
pour induire la transcription de BAN mais seulement dans les tissus ou TTG1 est lui-méme

déja présent.

6.2 INTERPRETATION DES RESULTATS D'INTERACTIONS
PROTEINE-PROTEINE ENTRE TT2, TT8ET TTG1

L'un des principaux résultats présenté dans cette étude est celui de la formation d’un
complexe stable entre TT2, TT8 et TTG1. Ces interactions, comme pour de nombreux
enhanceosomes déja décrits chez les eucaryotes (Singh, 1998), semblent entrainer une
modification de I’activité de chacun des membres du complexe et seraient fondamentales dans

les mécanismes d'activation spécifique de la biosynthése des PA chez A. thaliana.

6.2.1 Interactionentre TT2et TT8

La principale conséquence de I’interaction entre TT2 et TT8 est la reconnaissance
spécifique du promoteur de BAN par le complexe TT2-TT8. La plupart des aa du domaine
MYB de C1, qui sont responsables de I’interaction avec R (bHLH ; Grotewold et al., 2000),
sont conservés dans le domaine MYB de TT2 (Nesi et al., 2001) et sont donc potentiellements
responsables de l'interaction directe avec TT8. Dans nos travaux, la protéine C1 est la seule
protéine MYB, parmi les protéines les plus proches de TT2, capable d’activer BAN et ceci en
combinaison avec Sn (bHLH), ce qui suggere une forte homologie fonctionnelle entre C1 et
TT2. 1l est donc probable que I’activité de TT8 soit de modifier les propriétés de liaison a
I’ADN de TT2, comme il a ét¢ montré pour I’interaction entre C1 et R (Grotewold et al.,
2000). Des activités similaires ont été observées in planta pour les combinaisons TT2/TT8,
TT2/EGLS3 et dans une moindre mesure pour TT2/GL3, ce qui confirme une conservation du
mode d’action de ces bHLH chez A. thaliana (Zhang et al., 2003 ; Bernhardt et al., 2003).
Néanmoins, la paire TT2/TT8 s’est révélée la plus efficace pour ’activation de BAN, ce qui
pourrait indiquer une affinité particuliére de TT8 pour TT2 et/ou le promoteur de BAN.

Mais la spécificité du complexe pour I’activation de BAN semble conférée plus

particulierement par TT2 car c’est la seule protéine MYB, parmi les protéines homologues
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chez A. thaliana, capable d’activer significativement la transcription de BAN in planta. Ce
role de TT2 dans la spécificité de 1’activation de BAN avait déja été suggéré par I’observation
de corrélations entre les cinétiques d’expression de TT2 et de BAN dans les cellules des
téguments accumulant les PA (Nesi et al., 2001 ; Debeaujon et al., 2003). Cette spécificite
pourrait s’expliquer par une affinité particuliere du domaine MYB de TT2 pour les séquences
cis-régulatrices présentes dans la région promotrice de BAN. Par exemple, les expériences de
double-hybride ont montré que, a la différence des autres facteurs MYB, TT2 est capable de
former des homodimeres, cette propriété pourrait donc étre essentielle pour la liaison de TT2
au promoteur de BAN.

Un autre role important de TT2 est I’activation de la transcription grace a la présence
d’un domaine d’activation dans sa séquence, mis en €vidence lors des expériences de double-
hybride. La fonctionnalité de ce domaine semble indépendante de la présence de TT2 dans le
complexe avec TT8 et TTG1. Une activité similaire avait été mise en évidence pour des
protéines MYB comme C1, GL1 et WER (Goff et al., 1991 ; Lee et Schiefelbein, 2001).

6.2.2 Interactionentre TT8 et TTG1

La seconde interaction importante pour la fonctionnalité du complexe TT2-TT8-TTG1
est I’interaction entre TT8 et TTG1. Les résultats de double-hybride indiquent que 1’affinité
entre ces deux protéines est élevée. Des analyses par des méthodes génétiques avaient suggéré
tres tot que le réle de TTGI est de réguler I’activité de protéines de la famille des bHLH
(Lloyd et al., 1992 ; Payne et al., 2000). Nous avons pu confirmer cette hypothése en
comparant la fonctionnalité de TT8 et Sn au cours d’expériences de co-transformation de
protoplastes. Méme si le role de cette interaction reste a préciser, nos résultats suggérent que
TTGI1 n’est pas nécessaire pour la reconnaissance des cibles de TT2 et TTS. En effet, en
simple-hybride, 1’expression de TT2 et TT8 a été suffisante pour observer une interaction
significative de ces protéines avec le promoteur de BAN. De plus, nous n’avons pas détecté
d’effet de la co-expression de TTGI sur I’intensité d’activation du geéne rapporteur HIS3, ce
qui suggere que le role de TTG1 ne serait pas non plus d’augmenter 1’affinité de la liaison du
complexe au promoteur.

Il est possible que TT8 influence aussi 1’activit¢ de TTG1 en agissant sur sa
localisation sub-cellulaire. En effet, les premiers résultats de localisation obtenus pour AN11,
I’homologue de TTGI chez le pétunia suggéraient une localisation strictement cytoplasmique

de cette protéine (de Vetten et al., 1997). Mais, des résultats récents concernant PfWD
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indiquent la possibilité de la translocation de ce type de protéines WDR aprés interaction avec
une protéine bHLH (Sompornpailin et al., 2002). De la méme fagon, I’interaction entre TT8 et
TTGI1 pourrait étre a I’origine de la translocation de TTGI dans le noyau des cellules
végétales. D’ailleurs, des résultats préliminaires montrent que TTG1 peut pénétrer dans le
compartiment nucléaire (M. Heim, M. Hulskamp et B. Weisshaar, communication

personnelle).

6.2.3 Interactionentre TT2et TTG1

Un résultat surprenant a été celui de la détection d’une interaction entre TT2 et TTGI.
Par des analyses similaires en double-hybride, il n’a pas été révélé d’interaction entre TTGI1 et
GL1/WER (Payne et al., 2000 ; Bernhardt et al., 2003), ou entre AN11 et AN2 (Kroon, 2004).
Cette différence de résultats peut provenir du fait que cette interaction, influencée par la
conformation des protéines de fusion (seulement la combinaison de BD-TT2 et AD-TTG1 a
montré une interaction), est sans doute faible et, en conséquence, difficile a détecter en
double-hybride. De plus, une particularité de la protéine TT2 a peut étre favorisé la mise en
évidence de cette interaction. TT2 posséde un domaine d’activation dont 1’activité est faible
dans la levure, ce qui nous a permis d’effectuer 1’analyse des interactions avec la séquence
compléte de la protéine TT2. Au contraire, pour la protéine AN2 de pétunia, un domaine
d’activation de force équivalente au domaine AD de la protéine GAL4 a été rapporté (Kroon,
2004). Les analyses de double hybride ont alors été effectuées avec une version tronquée de
cette protéine, entrainant peut-étre une perturbation de sa structure, qui pourrait expliquer une
absence de détection de I’interaction avec AN11 (Kroon, 2004). De la méme fagon, la force
du domaine d’activation de GL1 a entrainé [’utilisation d’une protéine tronquée, et pour
WER, Bernhardt et ses collaborateurs ont préféré écarter la protéine de fusion BD-WER
(Payne et al., 2000 ; Bernhardt et al., 2003).

Cette différence fonctionnelle pourrait également provenir d’une véritable spécificité
structurale de la protéine TT2 par rapport a GL1, WER et AN2, comme cela est suggéreé par la
capacité de TT2 de former des homodimeres, a la différence, semble-t-il, des autres MYB.
Cette interaction pourrait assurer une plus grande cohésion du complexe entre TT2, TT8 et
TTGI1, comme nous I’avons montré dans les expériences de triple-hybride. De plus, elle
pourrait étre a 1’origine d’une meilleure efficacité pour 1’activation de BAN in planta. En

accord avec cette hypothése, lors de la surexpression de TTG1 dans les expériences
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d’expression transitoire dans les protoplastes, 1’activation de BAN a été plus importante pour

la combinaison TT2/Sn que pour C1/Sn.

ARTICLE CONSULTABLE DANS LA THESE PAPIER
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7 ANALYSE DES INTERACTIONS ENTRE TT2, TT8, TTG1 ET LE
PROMOTEUR DE TT8

Cette  section est constituée par un article publié dans la  revue
The Plant Journal (2006) 46, 768-779:

TT8 controls its own expression in a feedback regulation involving TTG1 and
homologous MYB and bHLH factors, allowing a strong and cell-specific accumulation of
flavonoids in Arabidopsis thaliana

Antoine Baudry, Michel Caboche, and Loic Lepiniec

Seed Biology Laboratory, UMR 204 INRA/INAPG, Jean-Pierre Bourgin Institute, Route de
Saint-Cyr, 78026 Versailles Cedex, France

7.1 RESUME DE L'ARTICLE

L'objet de cette étude a été de préciser le mode de régulation du géne TT8 en
s'intéressant plus particulierement aux mécanismes dépendant de TT2 et TTG1. En effet,
I'expression de TT8 est induite par la présence de ses deux autres partenaires dans le module
de regulation TT2-TT8-TTGL. Tout dabord, les domaines cellulaires dans lesquels le
promoteur de TT8 est actif ont été définis par I'utilisation d'une fusion transcriptionnelle avec
le gene rapporteur GUS. Comme attendu, une activité spécifique a été détectée dans les tissus
produisant des PA (graine) et des anthocyanes (plantule) mais également dans la couche a
mucilages de la graine. Par contre, I'activité du promoteur semble réduite dans les mutants
ttgl-1 et tt8-1 et, au contraire, une activation ectopique a été révélée dans des plantules sur-
exprimant TT2. L'utilisation de plantes présentant des fusions entre TT2, TTG1 et GR a
permis de révéler que ces deux facteurs agissent directement sur la transcription de TT8. De
plus, dans des expériences de simple hybride TT2 peut se lier a ce promoteur mais seulement
quand TT8 est lui-méme présent et ceci de fagon comparable avec les résultats obtenus pour
les interactions entre ces facteurs et le promoteur de BAN. Plus largement, ce mode de
régulation de TT8 ne semble pas spécifique de la production des PA car d'autres facteurs

intervenant dans la production des anthocyanes ou des mucilages sont aussi capables
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d'interagir avec ce promoteur (par exemple PAP1, EGL3 et GL3). Par contre, dans les
mutants ttgl-1 et tt8xgl3xegl3, un niveau non négligeable de transcrits TT8 est détecté
(correspondant a environ 15% de I'expression du type sauvage) ce qui suggére que d'autres
mécanismes sont capables d'activer le promoteur de TT8 et que le réle de TT2, TT8 et TTG1

est d'amplifier ainsi que d'étendre les domaines d'expression du géne TT8.

7.2 COMMENTAIRES SUR LES CIBLES GENETIQUES DU MODULE
DE REGULATION TT2-TT8-TTG1

L’un des objectifs de ce travail consistait a identifier des cibles directes du complexe
formé par TT2, TT8 et TTGL. Ces cibles peuvent étre classées en deux catégories : les genes

codant pour les enzymes de la biosynthése des PA et le gene de régulation TT8.

7.3 LES ENZYMES DE BIOSYNTHESE DES PA

Dans un premier temps, nous nous sommes concentreés sur la caractérisation de la
relation entre TT2, TT8, TTG1 et le géne BAN en montrant que ces trois protéines agissent de
facon directe sur la transcription de BAN, par liaison a son promoteur. D’autres cibles directes
ont également pu étre identifiées dans la voie de biosynthese des PA : la CHS et la DFR. Un
effet de TT2, TT8 et TTGI avait déja été mis en évidence sur I’expression de la DFR (Nesi et
al., 2000), mais le résultat concernant la CHS est plus inattendu. Dans I’attente d’une
confirmation, ce dernier résultat suggére que le complexe de régulation formé par TT2, TT8
et TTG1 pourrait aussi étre impliqué dans 1’activation des genes codant pour des enzymes
intervenant précocement dans la voie de biosynthese des PA (i.e. CHS, CHI, F3H, et F3’H) et
ainsi controler ’ensemble des étapes aboutissant a la production des précurseurs de PA
(flavan-3,4-diols et flavan-3-ols). L’existence de mécanismes redondants pour la régulation de
I’expression des genes précoces pourrait expliquer pourquoi ils n’ont pas été identifiés comme
des cibles possibles de TT2, TT8 et TTGL1 par les analyses d’expression par RT-PCR dans les
mutants tt2, tt8 et ttgl (Nesi, 2001).

-74 -



7.4 IMPORTANCE DE LA BOUCLE D’AUTO-ACTIVATION
REGULANT TT8

Des résultats indiquent que le géne TT8 est une autre cible importante du complexe
formé par TT2, TT8 et TTGI. Ils suggérent également I’existence d’une boucle d’auto-
activation controlant le niveau d’expression de ce géne de fagon directe, notamment par
liaison au promoteur de TT8 dans le cas de TT2 et TT8. Tout d’abord, ce rétrocontrdle positif
pourrait permettre de garantir une activation rapide, spécifique et a un niveau élevé des génes
codant pour les enzymes de biosynthése des PA, en assurant une expression optimale de TT8
dans les cellules ou TT2 et TTG1 sont présents. Cette boucle pourrait aussi constituer un point
de controle supplémentaire permettant de moduler le niveau d’activation des enzymes de
biosynthése des flavonoides en réponse a différents stress. En effet, les expériences de
surexpression de R, Lc et DELILA chez le tabac et A. thaliana ont montré que le niveau
d’expression in planta de la bHLH a un effet limitant sur ’activité du complexe MYB/bHLH
(Lloyd et al., 1992 ; Mooney et al., 1995 ; Bradley et al., 1998). On peut donc imaginer que
dans certaines conditions, une optimisation de 1’efficacité du rétrocontréle de 1’expression de
TT8 pourrait étre a 1’origine d’une modification du niveau de biosynthése des flavonoides
chez les plantes. L’effet activateur de nombreux stress (lumiere, blessure et pathogenes) sur la
production des anthocyanes est bien caractérisé (Winkel-Shirley, 2002). En ce qui concerne la
biosynthese des PA, des résultats récents ont montré qu’elle peut étre influencée
quantitativement par la température chez la moutarde d’Abyssinie (Brassica carinata ; Marles
etal., 2003 a).

ARTICLE CONSULTABLE DANS LA THESE PAPIER
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8 A LA RECHERCHE DE REGULATEURS NEGATIFS DE LA
BIOSYNTHESE DES FLAVONOIDES

8.1 HYPOTHESES SUR L'EXISTENCE DE REGULATEURS
NEGATIFS DU MODULE TT2-TT8-TTG1

Plusieurs résultats présentés dans les chapitres précédents suggerent que des régulateurs
négatifs agissant sur le module TT2-TT8-TTGI pourraient exister. Notamment, ces
mécanismes permettraient d’expliquer le rdle de TTGI et ils participeraient au contrdle de la

spécificité de la production des flavonoides in planta.

8.1.1 Hypothése sur la fonction de la protéine TTG1

Nos résultats indiquent que TTGI1 est un co-activateur du complexe de facteurs de
transcription formé par TT2 et TTS8. Les résultats d’interaction protéine-protéine suggerent
que son action sur la biosynthése des PA s’effectue par interaction directe avec TT2 et TTS,
en affectant principalement la fonctionnalité de la protéine TT8 in planta. Cependant, TTG1
ne semble pas agir sur la liaison de TT2 et TT8 a ’ADN. De plus, la différence d’activité du
complexe TT2/TT8 dans la levure et in planta suggére I’existence d’un mécanisme pouvant
limiter I’action de ces protéines chez A. thaliana et auquel pourrait échapper la protéine R de
mais (qui est une bHLH pouvant complémenter le mutant #zg/ ; Lloyd ef al., 1994). TTG1 ne
présente pas dans sa séquence de domaine fonctionnel caractéristique d’une activité
enzymatique pouvant étre a I’origine d’une modification post-traductionnelle de TTS8. C’est
pourquoi, on peut envisager plutdt que D’interaction entre TTG1 et TT8 pourrait interférer
avec un meécanisme spécifique de limitation de 1’activité de TTS. Par exemple, un mécanisme
a ¢été décrit pour la protéine p300/CBP qui est un co-activateur du facteur de transcription
SREBP intervenant dans la régulation du métabolisme du cholestérol chez les mammiféres
(Sundqvist et Ericsson, 2003 ; Figure 18). Apres activation de ses cibles, une ubiquitination
sur des résidus de lysine provoque I’inactivation de SREBP en induisant sa dégradation par le
protéasome. L’interaction de SREBP avec p300/CBP permet de prévenir cette ubiquitination
en provoquant une acétylation préalable des résidus de lysine et elle prolonge ainsi I’activité
transcriptionnelle de SREBP. De la méme facon, TTG1 pourrait agir en augmentant la
stabilit¢ de TTS8 in planta en interférant avec sa prise en charge par le protéasome. Sans

nécessairement induire une modification post-traductionnelle de TT8, comme la protéine
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p300/CBP, TTGI pourrait agir par compétition avec une protéine a activité ubiquitine-ligase
de type E3. En effet, le domaine WDR est présent dans de nombreuses protéines a activité
ubiquitine-ligase de type E3 dans lesquelles il est responsable de la spécificit¢ de la

reconnaissance de la protéine ciblée par 1’'ubiquitination (Smalle et Vierstra, 2004).

Gene
expression

Figure 18 : Rdle de p300/CBP dans la stimulation de la transcription des genes régulés par SREBP
(Sundqvist et Ericsson, 2003).

Les membres de la famille des facteurs de transcription de type SREBP sont ubiquitinés puis dégradés par le
protéasome apres avoir induit la transcription de leurs cibles. Cependant, 1’acétylation des sites d’ubiquitination
(résidus lysine) de SREBP par p300/CBP permet d’éviter son ubiquitination et de prolonger son action.

8.1.2 Role de TT2 dans la spécificité de ’accumulation des PA

Dans le complexe formé par TT2, TT8 et TTGI, I’élément controlant la spécificité
tissulaire de D’accumulation des PA est la protéine TT2. Tout d’abord, la cinétique
d’apparition des transcrits de BAN et de la DFR est fortement corrélée a 1’apparition des
transcrits de 772 dans la graine (Nesi, 2001). Ensuite, I’expression de 772 dans les téguments
s’effectue suivant un profil similaire a celle de BAN en étant limitée aux cellules accumulant
les PA (Debeaujon et al., 2003). Pour finir, nous avons montré que cette spécificité est liée a
une affinité particuliére de la protéine TT2 pour la région promotrice de BAN. Cependant, la
comparaison de I’activité¢ du promoteur de 772 avec ’activité du promoteur de BAN révele
quelques différences, notamment au stade globulaire du développement de 1’embryon (Figure
19). A ce stade, le promoteur de BAN est activé dans I’ensemble des cellules accumulant les
PA alors que le promoteur de 772 est actif principalement dans les régions 1, 3 et dans les
parties micropylaire et chalazale de la région 2. Cette différence suggere que la protéine TT2
est peut-€tre capable de diffuser afin d’activer le promoteur de BAN dans I’ensemble de
I’endothélium. D’ailleurs, cette hypothése permettrait d’expliquer pourquoi dans le mutant
116, une activation ectopique de BAN a été observée dans la couche a mucilage (Debeaujon et
al., 2003). En effet, il est possible que certaines altérations du mutant #/6 permettent la

diffusion d’une faible quantité de la protéine TT2 dans la couche a mucilage ou elle activerait
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BAN avec TTG1 et TTS8 (nous avons montré que 778 est fortement exprimé dans cette couche

cellulaire).

Figure 19 : Comparaison de I’activité des promoteurs de TT2 et BAN (d’aprés Debeaujon et al., 2003)
L’activité des promoteurs de TT2 (a) et BAN (b) est présentée au stade globulaire de développement de
I’embryon. (a) Graine entiére, (b) Vue en coupe.

C, chalaze ; EM, embryon ; ii, tégument interne ; M, micropyle ; PS, zone pigmentée de la chalaze.

8.1.3 Modes d’action possibles des régulateurs négatifs

Les données concernant plusieurs régulateurs négatifs de la biosynthese des
phénylpropanoides chez différentes especes végétales et les mécanismes de régulation de
I’émergence des trichomes et des poils racinaires chez A. thaliana, impliquant des complexes
MYB-bHLH-TTGI, nous permettent d’envisager plusieurs mécanismes possibles a 1’origine
d’une limitation de I’activité¢ du complexe TT2-TT8-TTGI.

Tout d’abord, plusieurs facteurs de transcription régulant la voie des
phénypropanoides présentent des domaines inhibiteurs de la transcription dans leur séquence.
Par exemple, le gene AmMYB308 de muflier et son orthologue supposé chez A. thaliana,
AtMYB4, codent pour des protéines MYB possédant un domaine inhibiteur de la transcription
dans leur partie N-terminale (Tamagnone et al., 1998 ; Jin et al., 2000). Ces protéines inhibent
la production des esters de I’acide sinapique en limitant la transcription de I’enzyme C4H. Un
stress causé par des rayonnements UVB léve cette inhibition en induisant une réduction de
I’expression de AmMMYB308 et AtMYB4 et en entrainant une activation de la production des
esters de [’acide sinapique qui possedent des propriétés protectrices vis-a-vis des
rayonnements UV (voir § 1.1.1.2). Par un mécanisme similaire d’inhibition de la transcription

des genes codant pour les enzymes de biosynthese, la protéine MYB de fraisier (Fragaria
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ananasa), FaMYBI, serait a ’origine d’un arrét de la production des anthocyanes dans les
stades tardifs de la maturation des fraises (Aharoni et al., 2001). Un domaine inhibiteur de la
transcription serait également présent dans la séquence de la protéine CPRF1 (bZIP) de persil,
régulant 1’activation de la transcription de la CHS en réponse a la lumiére (Feldbriigge et al.,
1994 ; Sprenger-Haussels et Weisshaar, 2000 ; Riigner et al., 2001).

Des protéines de la classe des bHLH avec des propriétés inhibitrices de la production
des anthocyanes ont également été identifiées comme la protéine IN1 de mais (Burr et al.,
1996). Bien que le mécanisme d’action de IN1 ne soit pas connu, il a été proposé que cette
protéine puisse agir en formant un complexe non fonctionnel avec C1. Ce complexe ne serait
pas capable d’activer la transcription des génes de biosynthése des anthocyanes mais
provoquerait une inactivation de C1 (Burr et al., 1996). Par ailleurs, il est intéressant de
constater que IN1 possede une forte homologie de séquence avec TT8 (Nesi et al., 2000), et
dans nos expériences d’expression transitoire dans les protoplastes, la combinaison C1/TT8
ne s’est pas révélé capable d’activer la transcription de BAN. 1l serait intéressant de tester si
I’inefficacité de TT8 et d’IN1 a activer I’expression des génes de biosynthese des flavonoides
en combinaison avec C1 est liée a des modes d’action similaires de ces bHLH.

En accord avec I’hypothése de I’existence de régulateurs négatifs agissant sur la
stabilit¢ d’un des membres du complexe MYB-bHLH-WDR, la protéine UPL3/KAKTUS est
impliquée dans le contrdle de la formation des trichomes chez 4. thaliana (Downes et al.,
2003 ; El Refy et al., 2003). UPL3 présente un domaine HECT dans sa séquence qui est
caractéristique de certaines protéines a activité ubiquitine-ligase de type E3. UPL3 permettrait
de limiter le nombre de ramifications et de cycles d’endoréplication des trichomes, et il a été
proposé que sa cible soit la protéine GL3 (Downes et al., 2003). En ce qui concerne la
biosyntheése des flavonoides, I’isolement d’un mutant affect¢ dans une protéine de type
ubiquitine-ligase avec un motif « ring finger » a été rapporté (U.I. Fliigge, 7th International
Congress of Plant Molecular Biology). Son phénotype serait similaire a celui du mutant pap1-
D avec une surproduction des anthocyanes dans les parties végétatives (Borevitz et al., 2000).

Le mutant icx/, pour « increased chalcone synthase expression 1 », présente également
un phénotype suggérant I’importance des mécanismes inhibiteurs de la biosynthése des
flavonoides chez A. thaliana. 11 a été isolé par mutagénese d’une lignée dans laquelle a été
introduite une fusion transcriptionnelle entre le promoteur de la CHS et le géne rapporteur
uidA (Jackson et al., 1995). Chez icx1, I’activation de ce construit est augmentée par rapport
a la lignée de référence. Une caractérisation approfondie du phénotype d’icx/ a montré que le

niveau d’expression de plusieurs génes codant pour des enzymes de la biosynthése des
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flavonoides est augmenté par rapport au type sauvage, cette différence est fortement
augmentée a la suite de stress (rayonnements UVB, température et saccharose ; Wade et al.,
2003). De plus, icx] présente une altération de la forme des feuilles, un nombre réduit de
trichomes et une perturbation du développement racinaire. Ce phénotype complexe suggere
qu’lCX1 aurait un role dans la régulation de plusieurs voies épidermiques, mais a la

différence de TTGI, ce serait un réle inhibiteur (Wade et al., 2003).

Conex cat

7 N l

(WER) {

SGL3,

.
a

No root-hair development

Figure 20 : Comparaison des mécanismes de formation des trichomes et des poils racinaires chez A.
thaliana (Hulskamp, 2004)

La formation des poils racinaires (a) semble étre influencée par des informations de position car elle est initiée
uniquement dans les cellules présentes a la jonction entre deux cellules corticales. La plupart des génes
impliqués dans la formation des poils racinaires régule également le développement des trichomes (b).
Cependant, bien que les cellules exprimant GLABRA2 (GL2) dans 1’épiderme des feuilles soient a ’origine de la
formation des trichomes, 1’expression de GL2 dans 1’épiderme des racines inhibe la formation des poils
racinaires. Dans les deux systémes, il a été proposé que 1’expression de GL2 soit activée par un complexe formé
par une protéine MYB (WEREWOLF -WER- dans la racine et GL1 dans les feuilles), un facteur de type bHLH
(GL3 et ENHANCER OF GLABRAS3 - EGL3) et la protéine TTG1 a domaine WDR. Ce complexe activerait
également les régulateurs négatifs TRIPTYCHON (TRY), CAPRICE (CPC) et ENHANCER OF TRY AND
CPC (ETC1). La diffusion de ces protéines induirait une inhibition du complexe activateur dans les cellules
voisines, par compétition avec WER ou GL1 pour la liaison avec les facteurs bHLH.

Enfin, un mécanisme d’inhibition a 1’origine de la spécificité de 1’activation de la
production des trichomes et des poils racinaires pourrait peut-étre également participer au
controle de ’accumulation des PA dans la graine (Figure 20). Dans ce mécanisme, plusieurs
protéines jouent un roéle important : TRIPTYCHON (TRY), CAPRICE (CPC) et
ENHANCER OF TRY AND CPC1 (ETCI1 ; Wada et al. 1997 ; Schellmann et al., 2002 ;
Kirik et al., 2004). La présence d’un domaine MYB avec une seule répétition et 1’absence
d’un domaine d’activation ou de répression de la transcription dans leur séquence, suggerent
que TRY, CPC et ETCI1 ne sont pas de véritables facteurs de transcription. Par contre, leur

action inhibitrice serait liée a une compétition avec WER ou GL1 vis-a-vis de I’interaction
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avec GL3 ou EGL3, en provoquant la formation d’un complexe inactif (Esch et al., 2003). La
diffusion de TRY, CPC et ETC1 serait ainsi a I’origine d’une inhibition de I’activité de WER
et GL1 dans certaines cellules (Figure 20). L’isolement de MYBx, une protéine homologue de
TRY, CPC et ETCI impliquée dans la biosynthése des anthocyanes chez le pétunia suggéere
que des mécanismes similaires pourraient, d’une fagon générale, controler ’activité¢ des
modules MYB-bHLH-WDR chez les plantes (Kroon, 2004). Un mécanisme similaire pourrait

controler I’activité de la protéine TT2, en inhibant son activité en dehors de 1’endothélium.

8.2 CARACTERISATION D'UN REGULATEUR NEGATIF DE LA
BIOSYNTHESE DES FLAVONOIDES

Cette  section est constituée par un article publié dans la  revue
The Plant Journal (2008) 55, 940-953:

MYBL2 is a new regulator of flavonoid biosynthesis in Arabidopsis thaliana

Dubos C*?, Le Gourrierec J?, Baudry A!, Huep G*, Lanet E* Debeaujon I*?, Routaboul
IMY2, Alboresi A*, Weisshaar B, Lepiniec L*?

'INRA and

2AgroParisTech, UMR204, Seed Biology Laboratory, 1JPB Route de Saint-Cyr, 78026
Versailles Cedex, France

*Department of Biology, Bielefeld University, D-33594 Bielefeld, Germany, and

*Laboratoire de Génétique et de Biophysique des Plantes (LGBP), UMR 6191 CNRS-CEA-

Université de la Mediterranée, Faculté des Sciences de Luminy, France

8.2.1 Résumé de l'article

A Tl'origine de ce travail, nous voulions nous intéresser aux MYB appartenant a la
famille de TRY et CPC afin d'étudier si de la méme facon que pour la production des
trichomes et des poils racinaires, ces régulateurs négatifs sont aussi impliqués dans la
production des flavonoides. Pour cela, des mutants correspondant a chacun des membres de
cette famille (c'est-a-dire TRY, CPC, ETC1, ETC2, ETC3 et MYBL2) ont été caractérisés et
une ¢tude des domaines d'expression de chacun des membres de cette famille a été réalisée.
Ainsi, une suraccumulation des anthocyanes a été détectée chez les plantes mutées dans le

géne MYBL?2 et apres surexpression, celui-ci est capable d'interférer avec la production des
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PA et de réduire significativement leur accumulation dans la graine. Ces modifications on pu
étre corrélées a des changements dans les niveaux d'expression des enzymes de biosynthése
ainsi que de certains régulateurs. La capacit¢ de MYBL2 a interagir avec plusieurs bHLH
dans des expériences de double hybride ainsi que son effet inhibiteur sur 1'activité de la paire
TT2-TTS8 dans des expériences de transfections de cellules d'4. thaliana suggerent qu'il peut
interférer directement avec la formation de ce complexe de facteurs de transcription et en
inhiber l'activité. Finalement, la caractérisation des domaines d'expression de MYBL?2 et le fait
que son expression est inhibée par de fortes intensités lumineuses indiquent qu'il pourrait étre
impliqué dans la modulation de la production des flavonoides en réponse a la lumiére. La
plupart des résultats que nous avons obtenus concernant la caractérisation de MYBL2 ont été

confirmés par une seconde publication rédigée par une équipe japonaise (Matsui ef al., 2008).

ARTICLE CONSULTABLE DANS LA THESE PAPIER
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9 CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

9.1 POURSUITE DE LA CARACTERISATION DES INTERACTIONS
ENTRETT2, TT8SET TTG1

Plusieurs approches sont possibles afin de confirmer et d’approfondir les résultats
d’interactions par des méthodes d’analyse in vitro et in planta. Comme cela a déja été évoque,
il est important dans ces approches de pouvoir disposer de protéines fonctionnelles. C’est
pourquoi, il pourrait étre intéressant d’utiliser les protéines de fusion avec AD ou BD
purifiées a partir d’extraits de levure pour les études d’interaction in vitro par les méthodes de
retard de migration sur gel et de co-précipitation. Des extraits de protéines nucléaires obtenus
a partir de protoplastes de cultures de cellules d’A. thaliana surexprimant TT2, TT8 et/ou
TTGL1 pourraient également étre utilisés pour ces expériences et afin de disposer d'un
complexe fonctionnel. De la méme fagon, pour les analyses in planta, il serait envisageable
d’effectuer la purification du complexe a partir des plantes exprimant les protéines de fusion
TT2-GR et TTG1-GR en utilisant des anticorps commerciaux dirigés contre la séquence GR.
De plus, méme si des résultats préliminaires obtenus avec des protéines en fusion avec le TAP
n’ont pas été positifs, d’autres systémes de purification pourraient étre testés. Cette derniére
approche, menée en paralléle avec des cribles par la méthode du double-hybride, pourrait
permettre d’isoler de nouveaux partenaires de TT2, TT8 et TTGL.

L’interaction entre protéines MYB et bHLH a ¢été bien caractérisée avec
I’identification des aa du domaine MYB de CI1 responsables de I’interaction avec R
(Grotewold et al., 2000). Une étude similaire pourrait étre menée en s’intéressant aux aa
importants dans la région N-terminale de TTS, permettant 1’interaction avec le domaine MYB
de TT2. Notamment, une analyse comparative de TT8, IN1 et R pourrait permettre
d’identifier les éléments dans la structure de ces bHLH a l’origine de la spécificité de

I’interaction avec TT2 et C1 pour I’activation de la transcription des génes de biosynthese.

9.2 RECHERCHE SYSTEMATIQUE DESCIBLESDE TT2, TT8ET
TTG1

De la méme fagon que pour BAN et TT8, il serait nécessaire de tester I’ensemble des
génes connus intervenant dans la biosynthese des PA (e.g. CHS, CHI, DFR, F3H, F3'H,
TT10, TT12, TT15, TT18 et TT19) afin de savoir si ils constituent aussi des cibles directes des
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régulateurs TT2, TT8 et TTG1. En parallele, une analyse systématique par simple-hybride de
la liaison de TT2 et TT8 au promoteur de ces génes pourrait étre effectuée.

De plus, les plantes 35S:TT2-GR constituent un matériel particulierement adapté a
I’identification de nouvelles cibles de TT2 pouvant intervenir dans la biosynthese des PA dans
la graine d’A. thaliana. En effet, des extraits d’ARNm de siliques de ces plantes pourraient
étre utilisés pour hybrider des filtres ou des microarray. La comparaison des résultats obtenus
dans différentes conditions (présence de DEX et/ou de CHX) permettrait de faire la différence
entre les cibles directes et indirectes de TT2. Cependant, afin de se placer dans des conditions
les plus proches de celles rencontrées chez le sauvage, une substitution du promoteur 35S par
le promoteur de TT2 serait préférable. Cette précaution pourrait aussi limiter les risques
d’échappement de la protéine de fusion TT2-GR au systéme de rétention dans le cytoplasme.

Une autre méthode complémentaire pour la recherche des cibles de TT2 pourrait étre
utilisée : la méthode d’immunoprécipitation de chromatine. Cette méthode a déja été utilisée
avec succes pour la purification in planta des complexes formés entre les facteurs de
transcription AGL15 et LEAFY avec leurs cibles d’ADN (Wang et al., 2002 ; William et al.,
2004). Dans ce but, des anticorps dirigés contre TT2 ou contre le domaine GR pourraient étre

utilisés.

9.3 CARACTERISATION FONCTIONNELLE DE TT8

Plusieurs expériences sont envisageables afin de poursuivre la caractérisation de la
régulation de I’expression de TT8. L’analyse fonctionnelle du promoteur pourrait étre menée
in planta par 1’étude de I’activité de plusieurs construits TT8:uidA et le role de certaines
séquences cis-régulatrices dans ’interaction avec TT2 et TT8 pourrait étre confirmé par des
expériences de simple-hybride et de retard de migration sur gel. De plus, la recherche d’autres
régulateurs de TT8 pourrait étre effectuée par des cribles par la méthode du simple-hybride ou
par une approche génétique de mutagénése des plantes présentant les construits TT8:uidA.

Il serait également important de mener une analyse approfondie de la fonctionnalité de
la protéine TT8 in planta. L’étude de la localisation et de la stabilité de TT8 pourrait étre
effectuée par la réalisation de fusions traductionnelles entre TT8 et la GFP, et la
caractérisation du comportement de ces fusions dans plusieurs fonds génétiques mutants (par
exemple tt2, tt8, ttgl et icx1). L’identification des ¢éléments dans la séquence de TT8
responsables de la limitation de son activité in planta pourrait étre réalisée par la construction

de protéines chimeres entre TTS8 et R, puis I’analyse de la fonctionnalité de ces protéines dans
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des expériences d’expression transitoire en protoplastes. En paralléle, il serait intéressant
d’identifier les domaines de TT8 responsables de I’interaction avec TTGI1, par exemple en
testant des versions tronquées de la protéine TT8 dans des expériences de double-hybride
avec TTGL.
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Nom - Prénoms : BAUDRY Antoine Sébastien

Titre de la thése :
La régulation du Métabolisme Secondaire chez les Plantes :
Exemple de la Biosynthése des Flavonoides.

Résumé de la these :

L'objet de ce manuscrit de these est de constituer une synthese bibliographique de
I'état des connaissances actuelles sur la biosynthese des flavonoides en détaillant les
différentes étapes enzymatiques mais surtout en s'attachant a décrire les avancées recentes
dans la compréhension des mécanismes de régulation génétiqgue de ces enzymes. Tout
d'abord, les composés flavonoiques, leur structure, leur fonction présumée chez les végétaux
et leur importance en nutrition humaine et animale sont présentées. Puis un intérét particulier
est apporté a la plante modele Arabidopsis thaliana pour laquelle de nombreuses données
génétiques et biochimiques sont disponibles, concernant notamment la biosynthese d'une
classe particuliere de flavonoides : les proanthocyanidines (PA). Ces composés sont
accumulés dans les téguments de la graine d'A. thaliana et ont fait I'objet d'études lors d'un
travail de recherche effectué dans le laboratoire de Biologie des Semences du centre INRA de
Versailles (A. Baudry, These de doctorat en Sciences, 2004). Aprés une présentation des
principales classes de protéines régulatrices des PA : MYB, bHLH et & domaine WDR, des
résultats concernant le mode d'action de plusieurs de ces protéines sont présentés sous la
forme de trois publications scientifiques. Une premiére publication (Baudry et al., 2004)
décrit la formation d'un complexe de facteurs de transcription entre les régulateurs TT2
(MYB), TT8 (bHLH) et TTG1 (WDR) et I'importance de ce complexe pour l'activation des
enzymes de biosynthese, notamment BANYULS. Les mécanismes de régulation de TT8 et
I'existence d'une boucle d'auto-régulation amplifiant I'expression de ce gene sont décrits dans
une seconde publication (Baudry et al.,, 2006). Enfin, les résultats obtenus pour la
caractérisation d'un régulateur négatif de la biosynthese des flavonoides sont présentés dans
une troisieme publication (MYBL2 ; Dubos et al., 2008).
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