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SYNTHÈSE BIBLIOGRAPHIQUE 

Si je peux écrire ces lignes aujourd'hui, c'est certainement en grande partie grâce aux 

végétaux qui depuis des millénaires approvisionnent l'atmosphère de la terre en oxygène par 

le mécanisme de la photosynthèse. Les végétaux sont également à la base de la chaîne 

alimentaire car ils ont la capacité de capter et d’utiliser l’énergie lumineuse grâce à un 

organite spécifique du règne végétal : le chloroplaste (Figure 1). Celui-ci est une forme 

particulière du plaste, où a lieu la photosynthèse qui confère aux plantes leur autotrophie. 

Figure 1 : Le chloroplaste. 
A : Coupe transversale de feuille. B : Observation au microscope de chloroplastes d’une 
cellule. C : Micrographie d’un chloroplaste. D : Schéma d’un chloroplaste. 
Image issue de www.biology.iupui.edu/biocourses/N100/images/ ch9chloroplast.jpg 

1 LE PLASTE 

1.1 ORIGINE 

Une des grandes étapes de l’évolution a été l’acquisition par la cellule eucaryote des 

organites que sont les mitochondries et les plastes. Des études phylogénétiques, structurales et 

A B 

D C

http://www.biology.iupui.edu/biocourses/N100/images/ ch9chloroplast.jpg
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biochimiques ont indiqué que les plastes des algues et des plantes proviendraient de 

l’endosymbiose dans une cellule hôte eucaryote mitochondriale, d’une cyanobactérie 

ancestrale comportant des capacités photosynthétiques (pour revue : McFadden 2001, Dyall et 

al. 2004). Au fur et à mesure de l’évolution de cette symbiose, la bactérie ancestrale est 

devenue une composante essentielle pour la cellule hôte, en se muant en un compartiment 

important pour la bioénergétique et la biosynthèse : le plaste. Des plastes secondaires ont 

également évolué à partir de l’endosymbiose d’un eucaryote photosynthétique, par un 

eucaryote non photosynthétique. Les plastes résultants de cette endosymbiose auraient subi 

une réduction de leur génome et dans certains cas, une perte des fonctions photosynthétiques 

comme par exemple pour les apicoplastes (Palmer 2003). 

1.2 CARACTÉRISTIQUES 

Le plaste est un organite délimité par une enveloppe formée par une double membrane 

lipidique qui enserre le stroma (exemple du chloroplaste Figure 1). Il peut posséder un 

système membranaire interne suivant son état de différenciation (Introduction § 1.3). Les 

plastes sont capables de se diviser au sein de la cellule, ce qui assure leur présence dans les 

cellules filles. Cette division plastidiale s’établit par un mécanisme similaire à celui observé 

chez les procaryotes (pour revue : Osteryoung et McAndrew 2001). Organite semi-autonome, 

le plaste possède un génome propre, ainsi que la machinerie nécessaire à sa transcription et à 

sa traduction (Stern et al. 1997, Mache et Lerbs-Mache 2001). Le génome plastidial est 

constitué d’une molécule d’ADN circulaire de 120 à 160kpb selon les espèces, codant une 

centaine de protéines (Sugiura 1992) et présent en copies dont le nombre au sein du plaste 

varie de 10 à 100 selon l’état de différenciation de ce dernier. Ces chromosomes plastidiaux 

sont organisés en structures appelées nucléoïdes. La taille du génome plastidial a évolué au 

cours de la symbiose, en effet, des pertes et des transferts de gènes se sont opérés entre la 

bactérie photosynthétique et le noyau de la cellule hôte (Martin et Herrmann 1998). En effet, 

la plupart des protéines plastidiales sont codées par des gènes nucléaires. Ce transfert de gènes 

du plaste vers le noyau a conduit à la mise en place d’un système d’import des protéines 

plastidiales codées par le noyau, vers le plaste où celles-ci doivent assurer leur fonction 

(Schatz et Dobberstein 1996, Heins et al. 1998). Ces protéines possèdent alors en position N-

terminale une petite séquence peptidique appelée « peptide de transit ou séquence 

d’adressage » qui permet leur ciblage et leur import vers l’un des compartiments du plaste 

(Bruce 2000). Un deuxième système d’import spécifique de certaines protéines, qui présente 

des similarités avec les complexes de translocation du système classique, a pu être mis en 
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évidence dans le chloroplaste (Reinbothe et al. 1997, Reinbothe et al. 2004a, Reinbothe et al. 

2004b). 

1.3 TYPES DE PLASTES ET FONCTIONS 

Le plaste le plus connu est certainement le chloroplaste. Il fournit grâce à la photosynthèse 

des molécules carbonées assimilables, mais la fonction du plaste ne s’arrête pas là. Plusieurs 

voies métaboliques de la plante sont assurées par le plaste, comme la synthèse des acides gras, 

la synthèse de l’amidon, le métabolisme des acides aminés ou la production d’hormones (pour 

revue : Neuhaus et Emes 2000). 

Les plastes assurent également d’autres fonctions en relation avec leur état de 

différenciation. Tous ces plastes dérivent du proplaste (0,2 à 1µm), que l’on retrouve dans les 

cellules méristématiques à raison d’une vingtaine par cellule. Le proplaste ne contient pas 

réellement de membranes internes mais dispose quelquefois d’invaginations de la membrane 

interne de l’enveloppe (Thomson et Whatley 1980). Le proplaste peut se différencier en tous 

les autres types de plaste et une fois différencié, il existe des possibilités d’interconversion 

entre les différents plastes (Figure 2). 

Figure 2 : Interconvertibilité des plastes. 
Images tirées de Biochemistry & Molecular Biology of Plant 2000, Buchanan, Gruissem, Jones. 
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Lors du développement des différents organes de la plante, les plastes se différencient 

spécifiquement selon le type de cellule dans lequel ils résident. Ils vont acquérir les attributs 

et les fonctions de l’un des types de plaste suivants, selon leur différenciation. 

Le chloroplaste que l’on retrouve principalement dans les organes verts des plantes est d’une 

forme ovale de 5 à 10µm de long. Il comprend des membranes internes : thylacoïdes, 

consistant en grana et lamelles stromatiques, qui contiennent l’appareil photosynthétique 

(Figure 1). Celles-ci ont une composition différente des autres membranes de la cellule : elle 

comportent principalement (70 à 80%) des monogalactosyls diacylglycérol (MGDG) et  

digalactosyls diacylglycérol (DGDG), (pour revue : Vothknecht et Westhoff, 2001). Le 

chloroplaste peut posséder des structures de stockage : les grains d’amidon et de petits 

plastoglobules (Introduction § 2). Il est principalement responsable de la capture et de la 

conversion de l’énergie lumineuse en énergie chimique sous forme de molécules carbonées 

(sucres) utilisables par la plante. Cette dernière est réalisée grâce aux différents complexes de 

la chaîne de transport des électrons présents dans les membranes thylacoïdiennes : 

principalement les photosystèmes I et II (PSI principalement dans les lamelles, PSII 

principalement dans les grana) associés à leurs antennes collectrices (LHC I et II) et le 

cytochrome b6f dont l’action conjointe forme un gradient de pH permettant la production de 

l’ATP nécessaire à les synthèse des sucres grâce à l’ATP synthase. Les chlorophylles (a,b) et 

des pigments caroténoïdiens (Introduction § 3) participant à la collecte de la lumière et à la 

photoprotection sont également associés à ces complexes membranaires : principalement du 

β–carotène avec les photosystèmes, de la lutéine, de la violaxanthine et de la néoxanthine 

avec le LHC, de la phéophytine avec le PSII (pour revue : Dekker et Boekema, 2005). 

En cas d’absence ou de faible lumière, il n’y a pas formation de chloroplastes mais 

d’étioplastes qui comportent des structures internes, appelés corps prolamellaires, composées 

de précurseurs de la chlorophylle et de lipides membranaires. L’étioplaste se convertira 

rapidement en chloroplaste dès l’exposition à la lumière. 

D’autres types de plastes sont décrits comme intermédiaires de différenciation : citons les 

plastes ameboïdes dont l’expansion de l’enveloppe lors de la différenciation en chloroplaste 

donne une forme ameboïde temporaire à l’organite. 

A l’opposé du chloroplaste qui est le siège de la photosynthèse, on trouve chez les plantes 

des plastes dits non photosynthétiques (Thomson et Whatley 1980). Cette catégorie de plastes 

comprend : 
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L’amyloplaste que l’on trouve surtout dans les racines et les tubercules, et qui est spécialisé 

dans la synthèse et le stockage des grains d’amidon. Il est aussi impliqué dans la réponse 

gravitropique au niveau des cellules de la coiffe dans les racines (Morita et Tasaka 2004). 

L’élaïoplaste présent dans les cellules du tapis des anthères accumule entre autres des 

particules lipidiques qui seront relarguées sur les grains de pollen lors de la lyse des cellules 

du tapis (pour revue : Piffanelli et al. 1998). 

Le leucoplaste est un plaste non coloré qui contient quelques membranes internes et que l’on 

retrouve dans les pétales des fleurs incolores (Pyke et Page 1998). 

Le chromoplaste lui, est spécialisé dans l’accumulation de molécules colorées : les 

caroténoïdes, qui donnent leur couleur aux pétales et aux fruits. Le chromoplaste est 

principalement issu de la différenciation d’un chloroplaste. Cette différenciation est 

caractérisée par une désorganisation de l’appareil photosynthétique et par la disparition des 

thylacoïdes et des grana (Camara et al. 1995). Elle s’accompagne aussi d’une forte 

accumulation de pigments : les caroténoïdes. On distingue différents types de chromoplastes 

suivant si les structures internes qui se forment sont membranaires, cristallines, globulaires ou 

fibrillaires (Camara et al. 1995). Ces structures sont impliquées dans le stockage des 

caroténoïdes synthétisés lors de la différenciation. 

2 PARTICULES LIPIDIQUES ET PLASTOGLOBULES 

Chez les végétaux, notamment chez les plantes oléagineuses, on trouve des particules 

lipidiques appelées globules dans le cytoplasme de cellules des graines ou des fruits. Ces 

particules sont composées de triacylglycérol (TAG) et de phospholipides entourés par une 

couche de protéines : les oléosines. Ces dernières sont de petits polypeptides d’environ 20kDa 

comportant deux régions hydrophobes qui forment une ancre pouvant s’insérer dans une 

structure lipidique (Tzen et Huang 1992, Murphy 1993). Cette protéine est indispensable au 

maintien de la structure des particules lipidiques dans le milieu aqueux du cytosol. En effet un 

traitement à la trypsine conduit à l’agrégation et à la coalescence des particules (Tzen et 

Huang 1992). Un autre type de protéines appelées les caléosines, a aussi été caractérisée dans 

ces globules lipidiques (pour revue Frandsen et al. 2001). On suppose que ces dernières ont 

un rôle dans la formation et la fusion de particules lipidiques par le biais d’un signal 

dépendant du calcium. 

Les plastes contiennent aussi des particules lipidiques : les plastoglobules. 
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2.1 CARACTÉRISTIQUES DES PLASTOGLOBULES 

Les plastoglobules sont des structures osmiophiles sphériques composées de différents 

lipides et de caroténoïdes. Ils ont été largement décrits, mais jusqu'à présent leur composition 

protéique reste relativement méconnue (Steinmüller et Tevini 1985, Smith et al. 2000). 

Cependant, la présence de protéines spécifiques dans les plastoglobules a été mise en 

évidence par Emter et al. 1990 et confortée par Pozueta-Romero et al. 1997, Hernandez-

Pinzon et al. 1999 et Kessler et al. 1999. Les plastoglobules sont des composants normaux 

des chromoplastes et des élaïoplastes, on peut également les retrouver dans les chloroplastes 

de plantes soumises à des stress environnementaux ou dans les chloroplastes de tissus 

sénescents (Ghosh et al. 1994, Smith et al. 2000). 

2.2 FONCTIONS DES PLASTOGLOBULES 

2.2.1 Rôle de réservoirs lipidiques 

Les particules lipidiques que l’on retrouve dans les élaïoplastes des cellules du tapis des 

anthères (Murphy et Ross 1998, Hernandez-Pinzon et al. 1999) ou dans les graines (Huang 

1996, Murphy et Vance 1999) sont impliquées dans le stockage des lipides. Elles sont 

composées de différents lipides neutres, d’esters et contiennent aussi des protéines 

spécifiques. 

D’autre part, la similarité de la composition lipidique des plastoglobules trouvés dans les 

chloroplastes avec celle des thylacoïdes, suggère que les plastoglobules jouent un rôle de 

réservoir lipidique pour la formation de ces thylacoïdes (Kessler et al. 1999).  

2.2.2 Rôle dans la dégradation et le renouvellement des thylacoïdes 

La présence de catabolites des thylacoïdes dans les plastoglobules (Ghosh et al. 1994, Smith 

et al. 1997) suggère que les plastoglobules jouent un rôle dans le démantèlement ou le 

renouvellement des thylacoïdes. Le nombre de plastoglobules augmente d’ailleurs lors de la 

désorganisation des membranes thylacoïdiennes (Camara et al. 1995). Ils permettraient de 

séquestrer des protéines destinées à être dégradées. Ces particules se formeraient au niveau 

des thylacoïdes par bourgeonnement facilité par la lumière. Les déchets métaboliques 

susceptibles de désorganiser les membranes thylacoïdiennes seraient ainsi éliminés (Ghosh et 

al. 1994, Smith et al. 1997). Cette hypothèse est confortée par les travaux de Smith et al. 

(2000) qui montrent la présence de cytochrome f, une protéine photosynthétique des 



Figure 3 : Voie de biosynthèse des caroténoïdes. IPP : isopentenyl diphosphate, DMADP : 
diméthylallyl diphosphate, GGPP : géranylgéranyl diphosphate , GGPPS : géranylgéranyl diphosphate
synthase, PSY : phytoène synthase, PDS : phytoène désaturase ZDS : ξ-carotène désaturase, PTOX : oxydase 
terminale plastidiale, LCY-B : lycopène ß-cyclase, LCY-E : lycopène ε-cyclase, CCS : capsanthine capsorubine
cyclase, ZEP : zéaxanthine époxidase, VDE : zéaxanthine de-époxidase, NXS : néoxanthine synthase. Les 
flèches vertes présentent les activités enzymatiques mises en œuvre lors du cycle des xanthophylles.
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membranes thylacoïdiennes, dans les plastoglobules et les particules lipidiques. Ces auteurs 

montrent également que les plastoglobules et les particules lipidiques contiennent les mêmes 

acides gras que ceux des thylacoïdes. 

2.2.3 Rôle dans la séquestration des caroténoïdes 

Lors du mûrissement du fruit de poivron, on assiste à une accumulation des plastoglobules 

dans les chloroplastes qui perdent leurs thylacoïdes et se différencient en chromoplastes. En 

parallèle, des caroténoïdes s’accumulent sous forme de fibrilles provenant de l’allongement 

de plastoglobules (Deruere et al. 1994b). 

3 LES CAROTÉNOÏDES 

Les caroténoïdes, molécules à caractère hydrophobe, sont des isoprénoïdes à 40 atomes de 

carbone. Ils peuvent présenter jusqu’à 15 doubles liaisons conjuguées qui leur confèrent des 

propriétés d’absorption de la lumière (400-500nm) et par conséquent, leur donnent une 

coloration. Ils sont présents chez les plantes, les algues et les cyanobactéries, et chez certains 

champignons et bactéries (Fraser et al. 1999). Chez les végétaux, ils sont synthétisés dans le 

plaste et tous les gènes de la biosynthèse des caroténoïdes étant nucléaires, les protéines 

correspondantes doivent donc être importées. 

3.1 BIOSYNTHÈSE 

La biosynthèse des caroténoïdes est issue de la condensation de plusieurs molécules d’un 

précurseur à 5 atomes de carbone : l’isopentenyl diphosphate (IPP), précurseur des différents 

isoprénoïdes présents chez les plantes (Cunningham et Gantt 1998). L’IPP peut être synthétisé 

dans le cytoplasme à partir de la voie du mévalonate, mais pour la synthèse des caroténoïdes, 

il provient principalement de la voie non mévalonate du plaste (Lichtenthaler 1999). Trois 

molécules d’IPP et une molécule de son isomère : le diméthylallyl diphosphate (DMAPP 

obtenu par l’action de l’IPP isomérase) forment une molécule à 20 atomes de carbone : le 

géranylgéranyl diphosphate (GGPP) grâce à l’action de la GGPP synthase (GGPPS), (Figure 

3). Puis, la condensation de deux GGPP par la phytoène synthase (PSY) produit le premier 

caroténoïde : le phytoène. Toutes ces enzymes sont solubles et localisées dans le stroma (pour 

revue : Cunningham 2002). 

Le phytoène subit ensuite une série de désaturations et de cyclisations par des enzymes liées 

aux membranes pour donner d’autres types de caroténoïdes (pour revue : Hirschberg 2001). 
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Tout d’abord, une double désaturation est effectuée par l’enzyme phytoène désaturase (PDS) 

pour donner dans l’ordre le phytofluène, puis le ζ-carotène. Cette désaturation nécessite un 

intermédiaire redox : la quinone qui est réoxydée grâce à l’intervention d’un co-facteur : 

PTOX (Carol et al. 1999, Josse et al. 2000) qui transfère les électrons à l’oxygène pour 

former de l’eau. Deux autres désaturations sous l’action de la ζ-carotène désaturase (ZDS) 

forment le neurosporène et finalement le lycopène que l’on retrouve principalement dans le 

fruit rouge de la tomate. Le lycopène, à son tour, peut subir deux types de cyclisations en bout 

de chaîne. Soit deux cyclisations sont effectuées par la lycopène β-cyclase (LCY-B) pour 

former le β-carotène, soit à la fois la lycopène β-cyclase et la lycopène ε-cyclase (LCY-E) 

participent toutes deux à la formation de l’α-carotène qui est le précurseur de la lutéine. Cette 

dernière est obtenue après hydroxylation par CRTR-B et CRTR-E des deux cycles de l’α-

carotène. Ensuite, le β-carotène peut être lui aussi hydroxylé au niveau des cycles pour donner 

la zéaxanthine. Ces caroténoïdes hydroxylés portent le nom de xanthophylles. La zéaxanthine 

peut subir une époxydation de la part de l’enzyme zéaxanthine époxydase (ZEP) et son 

produit l’anthéraxanthine subit une deuxième époxydation pour produire au final la 

violaxanthine. Ces réactions peuvent être inversées par l’action de la violaxanthine dé-

époxydase (VDE) dans le cas du cycle des xanthophylles (paragraphe suivant). La 

néoxanthine quant à elle, est formée à partir de violaxanthine par la néoxanthine synthase 

(NXS). Dans le fruit de poivron, on trouve deux autres caroténoïdes : la capsanthine et la 

capsorubine synthétisés respectivement à partir de l’anthéraxanthine et de la violaxanthine 

sous l’action de l’enzyme capsanthine capsorubine synthase (CCS). La capsorubine peut 

également être obtenue à partir de la capsanthine grâce à l’action de l’enzyme ZEP suivie de 

celle de CCS. 

3.2 FONCTIONS DES CAROTÉNOÏDES 

Le premier rôle des caroténoïdes est lié à leur présence au sein de l’appareil 

photosynthétique dans les chloroplastes. En effet, les xanthophylles sont des pigments 

accessoires des antennes collectrices qui sont capables de transférer l’énergie lumineuse à la 

chlorophylle (Britton 1995).  

Un autre rôle très important rempli par les caroténoïdes est la photoprotection. En cas 

d’excès de lumière, les xanthophylles ont la capacité de « quencher » les états triplets 

d’excitation de la chlorophylle (non utilisables pour la photosynthèse) qui mènent à la 

formation des espèces réactives de l’oxygène (ROS). Ces dernières ont un effet néfaste sur les 

protéines et les lipides environnants et affectent l’efficacité de la photosynthèse. Cette 
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dissipation de l’excès d’excitation de la chlorophylle de manière non radiative est connue sous 

le nom de « quenching non photochimique » (Niyogi 2000). Les caroténoïdes permettent ainsi 

de prévenir les dégradations de l’appareil photosynthétique par les ROS. 

Le cycle des xanthophylles (Figure 3) est un mécanisme qui contribue à renforcer la 

photoprotection exercée par les caroténoïdes (Demmig-Adams et Adams III 1996). En 

condition d’excès de lumière, l’enzyme VDE est activée par la baisse du pH du lumen et 

conduit à une augmentation de la synthèse de zéaxanthine impliquée dans la dissipation de 

l’excès d’énergie sous forme de chaleur. En condition de faible lumière, l’enzyme ZEP est 

activée pour inverser le processus et donner de la violaxanthine à partir de la zéaxanthine. 

Le rôle des caroténoïdes dans la protection des centres réactionnels de la photosynthèse est 

d’ailleurs crucial pour la plante pour maintenir l’intégrité de la structure de ceux-ci. Une 

perturbation de la biosynthèse des caroténoïdes par des herbicides (Simkin et al. 2000) ou à la 

suite d’une mutation (Josse et al. 2000) peut être létale pour les organismes photosynthétiques 

dans des conditions d’exposition à la lumière. 

Les caroténoïdes influent aussi sur la fluidité des membranes et permettent ainsi de maintenir 

l’intégrité de celles-ci dans des conditions où elles sont déstabilisées (Havaux 1998). 

Les caroténoïdes fournissent aussi une coloration aux fleurs et aux fruits des plantes qui 

attirent alors les pollinisateurs et les disséminateurs de graines afin d’assurer leur propagation. 

Les caroténoïdes sont des métabolites secondaires. Le pigment majeur responsable de la 

couleur rouge des fruits de tomate est le lycopène, chez le poivron, ce sont la capsanthine et la 

capsorubine. 

Les caroténoïdes sont aussi des précurseurs de la biosynthèse de l’hormone ABA : l’acide 

abscissique (Rock et Zeevaart 1991, Chernys et Zeevaart 2000), (Figure 3). Des produits de 

clivage de caroténoïdes peuvent également avoir des effets hormonaux (Snowden et al. 2005). 

3.3 RÉGULATIONS DANS LE CHLOROPLASTE 

Puisque les caroténoïdes jouent un rôle important dans la photoprotection, la régulation de 

leur biosynthèse doit être probablement liée à celle de la machinerie photosynthétique. Cette 

régulation est encore mal connue. En effet, il a été montré que des gènes de la voie de 

biosynthèse des caroténoïdes sont soumis à une régulation de la part de la lumière. L’ARNm 

de psy s’accumule à la lumière chez les plantules de la moutarde, alors que pour ggps ce n’est 

pas le cas (Von Lintig et al. 1997). On observe pourtant une modification quantitative des 

caroténoïdes lors de changements des conditions d’illumination (Demmig-Adams et al. 1996). 
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Dans les feuilles de poivron, les transcrits des gènes psy, pds et zds s’accumulent aussi en 

présence de lumière par rapport à la phase d’obscurité (Simkin et al. 2003b). Chez la tomate, 

on retrouve une expression lumière dépendante dans les feuilles, ce qui conduit à une 

accumulation de pigments au début de la phase d’obscurité après extinction de la lumière, 

probablement liée au fait que les caroténoïdes présents sont dégradés moins rapidement à 

l’obscurité (Simkin et al. 2003a). 

L’utilisation de conditions produisant un stress (herbicide inhibant PDS) agit de la même 

manière sur les gènes de la biosynthèse des caroténoïdes (Simkin et al. 2003a). Ceci conforte 

le rôle protecteur des caroténoïdes. Ainsi, une surexpression de la β-carotène hydroxylase 

produit des plants d’Arabidopsis thaliana plus résistants au stress (Davison et al. 2002). 

Hirschberg (2001) rapporte qu’en condition de forte lumière, on observe une accumulation 

des transcrits de lcy-e et lcy-b chez Arabidopsis thaliana et chez la tomate. Ceci suggère une 

régulation des enzymes par les flux de la voie de biosynthèse des caroténoïdes. Un 

rétrocontrôle par un produit de la voie biosynthèse des caroténoïdes avait d’ailleurs été 

suggéré pour l’enzyme PDS (Giuliano et al. 1993, Corona et al. 1996). L’utilisation 

d’inhibiteurs de la biosynthèse des caroténoïdes qui mène à une accumulation de la quantité 

de caroténoïdes totaux (Bramley et al. 1993) conforte cette idée. Cependant, chez Arabidopsis 

thaliana, il a été montré que le gène pds n’était pas régulé par le contenu en caroténoïdes 

(Wetzel et Rodermel 1998).  

Les gènes de la biosynthèse des caroténoïdes sont sensibles à certains herbicides et aux 

inhibiteurs de la chaîne respiratoire. Le norflurazon, un inhibiteur de PDS (Figure 3), induit 

une accumulation de phytoène dans les feuilles de poivron et de tomate (Simkin et al. 2003a). 

Les caroténoïdes sont donc essentiels au bon fonctionnement de la photosynthèse et 

montrent une régulation complexe puisqu’un mutant lcy-e chez Arabidopsis thaliana peut se 

développer sans problème apparent, alors qu’il ne peut plus synthétiser de lutéine, caroténoïde 

normalement présent dans les antennes collectrices (Pogson et al. 1996) ; preuve d’une 

certaine souplesse dans la composition des caroténoïdes chez les plantes. 

3.4 RÉGULATIONS DANS LE CHROMOPLASTE 

La biosynthèse des caroténoïdes est régulée de manière différente dans les chloroplastes et 

dans les chromoplastes (Thelander et al. 1986). Elle a été étudiée, notamment lors de la 

différenciation des chloroplastes en chromoplastes dans les fruits de poivron et de tomate, 
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caractérisée par l’apparition d’une couleur rouge. Le fruit de tomate est d’ailleurs devenu le 

modèle pour l’étude de cette différenciation. 

Dans le fruit vert, qui contient des chloroplastes, la composition en caroténoïdes est similaire 

à celle des feuilles. Mais lors de son mûrissement, le fruit commence à changer de couleur à 

cause de l’accumulation de caroténoïdes et de la perte des chlorophylles. En effet, les gènes 

psy, pds et zds impliqués dans la biosynthèse des caroténoïdes sont induits au cours du 

mûrissement des fruits de poivron et de tomate (Pecker et al. 1992, Giuliano et al. 1993, 

Fraser et al. 1994, Bramley 1997, Ronen et al. 1999, Josse et al. 2000). Dans le même temps, 

les deux cyclases LCY-E et LCY-B disparaissent (Pecker et al. 1996, Ronen et al. 1999), 

entraînant l’accumulation de leur substrat le lycopène, pigment majeur des fruits de tomate. 

Il a été établi que la régulation de psy et pds est transcriptionnelle (Corona et al. 1996). Il en 

est de même pour lcy-e et lcy-b. En effet, les fruits de tomate du mutant Delta qui accumulent 

du δ-carotène au lieu du lycopène, présentent une accumulation des transcrits de la cyclase 

lcy-e (Ronen et al. 1999) lors de la maturation du fruit par rapport à la plante sauvage. La 

même situation est observable chez le mutant Beta qui accumule du β-carotène et qui présente 

une surexpression du gène de la cyclase lcy-b (Ronen et al. 2000). On retrouve le même type 

de régulation transcriptionnelle chez le poivron, par exemple avec l’enzyme CCS (Kuntz et al. 

1998), ou encore d’autres gènes comme ggps, pds, ptox (Kuntz et al. 1992, Romer et al. 1993, 

Josse et al. 2000), et également chez d’autres fruits comme le melon (Aggelis et al. 1997) et 

Citrus unshiu (Ikoma et al. 2001). 

Dans des conditions de stress oxydant, on observe également dans les fruits, une induction 

des gènes de la voie de biosynthèse des caroténoïdes (Hugueney et al. 1996, Bouvier et al. 

1998). 

L’activité des gènes de la voie de biosynthèse des caroténoïdes est également régulée 

transcriptionnellement chez les fleurs de tomate (Pecker et al. 1996, Giuliano et al. 1993, 

Ronen et al. 1999, Ronen et al. 2000). Cependant un mécanisme post-traductionnel pourrait 

être mis en jeu puisque chez N. pseudonarcissus, on trouve une forme inactive soluble et une 

forme active liée aux membranes pour chacune des deux enzymes PSY et PDS (Al-Babili et 

al. 1996, Schledz et al. 1996). 

D’autre part, les fruits de tomate des mutants old-gold et old-gold crimson, contiennent une 

plus grande quantité de lycopène par rapport au sauvage (Ronen et al. 2000). Ceci est 

probablement une conséquence de la diminution de la quantité de β-carotène due à la 
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mutation du gène de la β-cyclase, ce qui produit une augmentation de l’activité des enzymes 

plus en amont dans la voie de biosynthèse. 

3.5 LES CAROTÉNOÏDES ET L’HOMME 

Les caroténoïdes sont des éléments essentiels de l’alimentation humaine. Ils contribuent à 

diminuer les risques de maladies et certains sont essentiels, comme le β-carotène qui est un 

précurseur de la vitamine A (Johnson 2002). 

Associé à cela, leur utilisation comme colorant dans l’alimentation donne un intérêt 

économique certain à leur étude. Plusieurs tentatives de manipulation du contenu en 

caroténoïdes des plantes ont d’ailleurs été entreprises (Sandmann 2001) en utilisant 

différentes approches : 

- Une modification de la voie de biosynthèse des caroténoïdes pour obtenir des caroténoïdes 

différents dans le fruit de tomate (Romer et al. 2000). 

- Une augmentation de la quantité préexistante de caroténoïdes dans les fleurs de Brassica 

napus (Shewmaker et al. 1999). 

- L’intégration d’une voie complète de biosynthèse des caroténoïdes dans le riz (Ye et al. 

2000). Dans ce cas, l’expression d’enzymes permettant la synthèse de caroténoïdes cyclique 

dans l’endosperme de riz donne des grains de couleur jaune accumulant notamment du β-

carotène. 

- Une augmentation de la quantité de protéine associée au stockage des caroténoïdes dans le 

fruit de tomate (Simkin 2002). 

4 LES PROTÉINES DE TYPE FIBRILLINE 

L’une des modifications métaboliques les plus notables lors de la différenciation des 

chloroplastes en chromoplastes est sans doute la forte accumulation de caroténoïdes, pigments 

donnant leur couleur aux pétales et aux fruits. Une protéine nommée fibrilline a été 

découverte dans les chromoplastes du fruit de poivron, associée à cette accumulation de 

pigments. Des études ultérieures dans d’autres plantes ont mis en évidences d’autres protéines 

semblables appelées « PAP » pour Protéines Associées aux Plastes, ou « PLP » pour Protéines 

associées aux Lipides de Plastes (pour revue : Simkin et al. 2004). 
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4.1 LA FIBRILLINE DE POIVRON 

4.1.1 Caractérisation 

L’étude du mûrissement du fruit de poivron a débouché sur la mise en évidence de structures 

fibrillaires (Figure 4) impliquées dans le stockage de ces caroténoïdes. Ces fibrilles se forment 

dans les chromoplastes à partir de plastoglobules et sont composées de caroténoïdes, de 

lipides et d’une protéine majoritaire de 32kDa : la fibrilline (Deruere et al. 1994b). 

Figure 4 : Micrographie d’un chromoplaste de poivron et schéma de la structure d’une 
fibrille. 

A : Micrographie d’un chromoplaste de poivron différencié contenant des fibrilles indiquées 
par la flèche (d’après Deruère et al. 1994b). B : Schéma de la structure d’une fibrille 
(d’après Vishnevetski et al., 1999). 
FIB : protéine fibrilline, PL : phospholipides, C : caroténoïdes. 

La fibrilline, protéine plastidiale, est codée par un gène nucléaire. Le clonage de la séquence 

génomique du gène a mis en évidence la présence de deux introns de 805 et 94pb (Deruere et 

al. 1994a). Deux types de transcrits ont été détectés dans les fruits de poivron, un premier de 

2,2kpb correspondant à un ARNm dont seul l’intron 2 a été épissé et un second correspondant 

à un ARNm complètement épissé. 

La région promotrice du gène FIB a également clonée (Deruere et al. 1994a). L’étude de sa 

séquence montre la présence d’éléments cis impliqués dans la réponse à divers signaux 

environnementaux et développementaux (Manac'h 2000). 

4.1.2 Régulation de la fibrilline de poivron 

L’accumulation de la fibrilline débute lors de la maturation du fruit lorsque les chloroplastes 

vont se différencier en chromoplastes (Deruere et al. 1994b). Cette induction est donc 

soumise à une régulation développementale concomitante à une synthèse des ceto-
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caroténoïdes (capsanthine, capsorubine). D’autres facteurs l’influencent positivement comme 

l’acide abscissique ou un précurseur de l’éthylène (etephon), alors que l’acide gibbérillique et 

l’acide indol acétique ont tendance à la retarder (Deruere et al. 1994b). 

L’étude du gène de la fibrilline a montré la présence de deux types d’ARNm issus d’un 

épissage partiel du premier des deux introns. L’épissage du premier intron est soumis à 

l’influence de la lumière (Rey et al. 2000). En effet, dans des conditions de faible intensité 

lumineuse, des plants de tabac surproduisant la protéine FIB de poivron présentent une 

diminution de l’abondance de la protéine FIB pouvant être liée à un épissage alternatif d’un 

intron dépendant de la lumière. Cependant, la présence d’un transposon dans le premier intron 

pourrait aussi expliquer le défaut d’épissage constaté de l’ARNm de la fibrilline de poivron 

(Pozueta-Romero et al. 1998). 

La fibrilline a été de nouveau caractérisée dans les feuilles, les fleurs, et le fruit mûr de 

poivron (Pozueta-Romero et al. 1997) et une analyse par Southern blot suggère qu’il n’existe 

qu’un gène fibrilline chez le poivron. Les auteurs ont aussi détecté un homologue dans le fruit 

de tomate grâce à leur anticorps dirigé contre la protéine FIB de poivron. Des études de 

l’activité du promoteur de la fibrilline de poivron dans le fruit de tomate ont montré que son 

induction commence au stade vert mature, juste avant l’apparition de la coloration dans le 

fruit, ceci en même temps que l’induction du promoteur du gène ccs responsable de la 

synthèse des ceto-caroténoïdes qui s’accumulent lors du mûrissement du fruit de 

poivron (Kuntz et al. 1998). On retrouve chez ce modèle de la tomate une induction du 

promoteur de la fibrilline de poivron par l’éthylène, alors que d’autres régulateurs comme 

l’acide abscissique, l’auxine ou les polyamines ne semblent pas avoir d’effet (Kuntz et al. 

1998). D’autre part, une faible induction du promoteur a pu être mise en évidence lors de la 

maturation de la fraise (Agius et al. 2005). 

L’expression de la fibrilline dans le fruit de poivron dépend de facteurs développementaux 

(lors du mûrissement), mais aussi de facteurs environnementaux. Une modification de 

l’équilibre redox lors d’un déficit hydrique ou une blessure induit le promoteur de la fibrilline 

de poivron dans le fruit de tomate (Kuntz et al. 1998). Une telle induction a été également 

montrée dans les feuilles de poivron, et de tabac exprimant un gène rapporteur sous le 

contrôle du promoteur de la fibrilline de poivron (Chen et al. 1998). On retrouve tout de 

même dans les feuilles de ces plantes, une petite quantité de protéine fibrilline dans des 

conditions non stressantes. L’induction du promoteur de la fibrilline de poivron dans les 

feuilles de tomates, suite à des conditions de stress diverses, dépend de la présence de la 
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Figure 5 : Arbre phylogénique des protéines de la famille de la fibrilline (d’après Kim et 
al., 2001). L’échelle représente le nombre de changements d’acides aminés.
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lumière (Manac'h et Kuntz 1999). Elle peut être également produite par l’utilisation 

d’herbicides produisant des ROS, elle est donc, en conclusion, dépendante d’un traitement de 

type photo-oxydant. 

4.2 LES PROTÉINES DE TYPE FIBRILLINE 

Des protéines de type fibrilline ont été mises en évidence et caractérisées biochimiquement 

chez d’autres espèces que le poivron, ou bien identifiées in silico. 

Tout d’abord, au cours de différentes études portant sur une réponse au stress ou sur la 

maturation de fruits ou de fleurs colorés, des orthologues de la protéine fibrilline ont été 

identifiés : CHRC chez Cucumis sativus (Smirra et al. 1993), CDSP34 chez Solanum 

tuberosum (Pruvot et al. 1996a), TomPAP chez Lycopersicon esculentum (Pozueta-Romero et 

al. 1997), CitPAP chez Citrus unshiu (Moriguchi et al. 1998), BCP32 chez Brassica 

campestris (Ting et al. 1998), PG1 chez Pisum sativum (Kessler et al. 1999) et PAP1, 2, 3 

chez Brassica rapa (Kim et al. 2001). 

Les séquences de polypeptides présentant des homologies avec les protéines de type 

fibrilline ont été également identifiées dans les banques de données chez différents plantes : 

Nicotiana tabacum et Hordeum vulgare (orge) (Pozueta-Romero et al. 1997), Zea maïs et 

Brassica rapa (Gillet et al. 1998), Arabidopsis thaliana (Ting et al. 1998, Kim et al. 2001), et 

chez la cyanobactérie Synechocystis (Gillet et al. 1998, Kim et al. 2001). 

Une analyse phylogénique (Figure 5) des polypeptides matures montre que les protéines de 

Solanum tuberosum, Capsicum annuum, Cucumis sativus, Citrus unshiu et de Nicotiana 

tabacum sont proches les unes des autres (Kim et al. 2001). Un autre groupe est formé par les 

protéines PAP 1 et 2 d’Arabidopsis thaliana et Brassica rapa. Plus éloignées on retrouve les 

séquences PAP 3 d’Arabidopsis thaliana et Brassica rapa, puis celle de PG1 de Pisum 

sativum. 

4.2.1 La protéine CHRC de Cucumis sativus et sa régulation 

L’étude de la différenciation des chloroplastes en chromoplastes dans les fleurs de Cucumis 

sativus a mis en évidence l’apparition d’une protéine de 35kDa lors de ce phénomène (Smirra 

et al. 1993). Cette protéine fait partie des complexes caroténoïdes-protéines présents dans les 

chromoplastes. Elle s’accumule tout au long du développement de la fleur, en parallèle avec 

l’accumulation des caroténoïdes, mais pas dans les feuilles ni dans les fruits. Vishnevetsky et 

al. (1996) ont ensuite montré que la protéine CHRC possédait un peptide de transit permettant 
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son ciblage vers les membranes thylacoïdiennes. L’accumulation des transcrits dans des 

cultures de cellules de boutons floraux est aussi soumise à une régulation positive par l’acide 

gibbérillique. L’acide abscissique, connu pour avoir un effet antagoniste sur le développement 

floral, tout comme l’utilisation d’un inhibiteur de la biosynthèse de l’acide gibbérellique, 

réprime fortement cette accumulation (Vishnevetsky et al. 1997). Des délétions du promoteur 

ont montré l’implication d’un fragment de 290pb dans la régulation de l’expression du gène 

Chrc par l’acide gibbérellique (Vishnevetsky et al. 1999). 

4.2.2 La protéine CDSP34 de Solanum tuberosum et sa régulation 

Chez la pomme de terre, une protéine de type fibrilline nommée CDSP34 a été mise en 

évidence dans les plantes soumises à une déshydratation (Pruvot et al. 1996a). Une autre 

équipe a isolé les transcrits du gène codant cette même protéine, renommée C40.4, à partir de 

plantes en voie de tubérisation (Monte et al. 1999). D’après une analyse par Southern blot, le 

gène codant CDSP34/C40.4 n’existerait qu’en une seule copie dans le génome de Solanum 

tuberosum. 

L’accumulation de CDSP34 a été caractérisée dans les thylacoïdes de plantes soumises à un 

déficit hydrique réversible (Pruvot et al. 1996a). Le stress induit l’accumulation du transcrit et 

de la protéine et cette dernière persiste deux semaines après la réhydratation des plantes. Cette 

induction peut être également obtenue par une forte illumination (Gillet et al. 1998). Les 

auteurs ont aussi suggéré que l’ABA est impliqué dans la régulation post-transcriptionnelle de 

ce gène car l’accumulation des transcrits ne s’accompagne pas d’une accumulation de la 

protéine chez un mutant déficient en ABA, contrairement au sauvage. CDSP34 (caractérisée à 

nouveau sous le nom de C40.4) est également associée à la tubérisation chez Solanum 

tuberosum et son expression est dépendante de la lumière (Monte et al. 1999). Les auteurs ont 

proposé que la protéine soit associée au photosystème II. Une lignée antisens de C40.4 

présente par ailleurs une diminution du rendement de tubérisation et une baisse du quenching 

non photochimique de la fluorescence de la chlorophylle a. Ceci suggère un rôle de 

modulation de l’activité photosynthétique par cette protéine. L’observation au microscope 

électronique de l’ultra-structure des plastes de feuilles de Solanum tuberosum soumises à un 

déficit hydrique montre une augmentation de la taille et du nombre de plastoglobules (Eymery 

et Rey 1999). Cependant, la protéine CDSP34 semble ici plutôt liée aux lamelles stromatiques 

qu’aux plastoglobules. L’accumulation des transcrits du gène CDSP34 et de sa protéine 

seraient une réponse à différentes conditions conduisant à un stress oxydant ou à un stress 

biotique (Langenkamper et al. 2001). 
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4.2.3 Les protéines de type fibrilline des Brassica et leur régulation  

Chez les Brassica, lors de la microsporogenèse, les cellules du tapis contiennent deux 

organites riches en lipides : les tapetosomes composés d’oléosines (Introduction § 2) et de 

TAG, et les élaïoplastes composés d’ester neutres et d’un polypeptide. Le gène codant ce 

dernier a été cloné chez Brassica campestris et la protéine BCP32 codée montre une 

homologie avec la protéine fibrilline de poivron (Ting et al. 1998). Deux protéines de 34 et 

36kDa ont été par la suite mises en évidence dans les élaïoplastes de Brassica napus grâce à 

un anticorps dirigé contre la fibrilline de poivron (Hernandez-Pinzon et al. 1999). Enfin chez 

Brassica rapa, trois homologues nommés PAP 1, 2, 3 ont été caractérisés (Kim et al. 2001). 

Les auteurs ont montré que ces trois gènes codaient pour des protéines de type fibrilline et ont 

pu trouver dans les séquences génomiques d’Arabidopsis thaliana un homologue pour chacun 

de leur gène. Les polypeptides PAP1 et PAP2 présentent une similarité de séquence bien plus 

importante entre eux que par rapport à PAP3 (Figure 5). Les transcrits de PAP1 sont plus 

abondants dans les anthères que dans les feuilles, les graines et les sépales. L’accumulation 

des transcrits de PAP 2 est spécifique des pétales alors que celle de PAP3 est distribuée dans 

tous les organes cités. Les polypeptides PAP sont localisés dans les plastes et on retrouve les 

protéines PAP1 et PAP2 en grande quantité respectivement, dans les anthères et les pétales. 

Une étude par northern blot dans différentes conditions de stress montre que la déshydratation 

ou l’ozone diminuent l’accumulation des transcrits des gènes PAP alors qu’une blessure ou 

une augmentation de l’intensité lumineuse accentuent cette accumulation. 

4.2.4 La protéine PG-1 de Pisum sativum 

Une protéine nommée PG1 (plastoglobuline) a pu être isolée à partir de plastoglobules de 

Pisum sativum (Kessler et al. 1999). Cette protéine possède en position N-terminale un 

peptide de transit qui permet son ciblage vers les chloroplastes où elle s’accumule à la surface 

des plastoglobules. L’analyse de la séquence de ce polypeptide a montré qu’il présente une 

forte similarité de séquence (>50%) par rapport à la fibrilline de poivron. 

4.2.5 La protéine CitPAP de Citrus unshiu et sa régulation 

La protéine CitPAP similaire à la fibrilline a été mise en évidence chez Citrus unshiu 

(Moriguchi et al. 1998). Un Southern blot effectué sur de l’ADN génomique avec une sonde 

correspondant à l’ADNc du gène codant cette protéine a permis de mettre en évidence 

l’existence potentielle de 3 autres gènes similaires dans le génome de cette plante. L’analyse 
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de l’expression du gène de CitPAP montre qu’il est constitutivement exprimé, que ce soit 

dans les feuilles, les fleurs ou les fruits. On notera que dans le cas de la peau du fruit, le gène 

est soumis à une régulation développementale. En effet, le transcrit du gène s’accumule lors 

mûrissement du fruit qui s’accompagne également d’une accumulation de caroténoïdes dans 

cet organe. 

4.3 FONCTION DES PROTÉINES DE TYPE FIBRILLINE 

La fonction des protéines de type fibrilline n’est pas encore bien connue. Cependant, 

l’ensemble des données structurales et physiologiques obtenues sur les protéines de type FIB 

des différentes espèces permet de dégager quelques hypothèses. 

Les protéines de type fibrilline se retrouvent au niveau de structures lipidiques, que ce soit en 

association avec les membranes des thylacoïdes, à la surface des plastoglobules ou au niveau 

des fibrilles ou d’autres structures de stockage des caroténoïdes. Il est donc vraisemblable que 

ces protéines jouent un rôle structural dans le maintien de particules lipidiques ou de 

membranes. 

Ces protéines pourraient permettre ainsi de faire une interface entre la phase hydrophobe 

(stockage de lipides et/ou de caroténoïdes) et le milieu aqueux. Ceci est confirmé par les 

expériences de traitement à la trypsine de plastoglobules qui entraîne la coalescence des 

particules (Tzen et Huang 1992). D’autre part, la surproduction de la fibrilline de poivron 

chez le tabac conduit à la formation d’un plus grand nombre de plastoglobules dans les 

chloroplastes des feuilles et les leucoplastes des fleurs de tabac (Rey et al. 2000). De même, 

les plastes de feuilles de Solanum tuberosum soumises à un déficit hydrique accumulent une 

protéine FIB (CDSP34) et montrent une augmentation de la taille et du nombre de 

plastoglobules (Eymery et Rey 1999). C’est aussi le cas dans les chromoplastes de fruits de 

tomate sur-exprimant la fibrilline de poivron (Simkin 2002). 

Ces protéines seraient aussi impliquées dans le maintien de la stabilité des membranes lors 

de la formation, du renouvellement ou du démantèlement des thylacoïdes en conditions de 

stress puisque la protéine CDSP34 semble ici plutôt liée aux lamelles stromatiques et non pas 

aux plastoglobules (Eymery et Rey 1999). Ce rôle est conforté par les travaux de Rey et al. 

(2000) qui ont montré qu’en condition de déshydratation et de forte lumière, la fibrilline 

s’associe aux thylacoïdes. 

Cependant, si l’interaction des oléosines avec les lipides, protéines également impliquées 

dans la structure de particules lipidiques, met en jeu un segment protéique hydrophobe en 
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épingle à cheveu pouvant s’insérer dans un environnement lipidique, les protéines de type 

fibrilline ne disposent pas d’un tel segment hydrophobe dans leur séquence. La nature de 

l’interaction des fibrillines avec les lipides, les caroténoïdes ou les membranes n’est pas 

encore bien cernée. Le modèle de structure des fibrilles chez le poivron (Deruere et al. 1994b, 

Vishnevetsky et al. 1999) n’a d’ailleurs pas pu être encore vérifié. 

4.4 LES AUTRES PROTÉINES 

Chez l’algue D. bardawil la protéine CGP (Carotene Globule Protein), d’environ 38kDa, 

s’accumule en parallèle à une forte accumulation de β-carotène dans les globules de l’espace 

interthylacoïdien (Katz et al. 1995). L’association de CGP aux globules de carotène suggère 

que cette protéine maintient la structure des corps lipidiques du plaste, en empêchant leur 

coalescence. 

D’autres protéines mineures ont pu être caractérisées comme associées aux plastoglobules, 

aux chromoplastes ou aux caroténoïdes. C’est par exemple le cas de CHRD (Libal-Weksler et 

al. 1997). 

Cependant, ces polypeptides ne sont pas des homologues de la fibrilline de poivron, ou n’ont 

pas été encore caractérisés comme tels. 

5 EN RÉSUMÉ 

Les protéines de type fibrilline sont largement répandues dans les organismes 

photosynthétiques, depuis les cyanobactéries jusqu’aux plantes supérieures. Les premières 

études indiquent que ce type de protéine n’est codé que par un seul gène, cependant des 

expériences de Southern blot menées plus tard tendent à prouver la présence de plusieurs 

gènes codant des polypeptides de type fibrilline, ce qui a été démontré par la suite avec 

la mise en évidence des 3 gènes PAP chez Brassica rapa et dans le génome séquencé 

d’Arabidopsis thaliana. 

La plupart des gènes codant des protéines de type fibrilline sont soumis à une régulation 

développementale et environnementale. Des conditions de stress hydrique, de forte lumière, 

de stress mécanique ou encore de traitements menant à de la photo-oxydation induisent les 

gènes fibrilline chez les différentes plantes. On retrouve également une accumulation des 

transcrits de ces gènes dans des conditions conduisant à la synthèse et à l’accumulation de 

caroténoïdes. Enfin, il semble que les hormones jouent également un rôle modulateur de 

l’expression des fibrillines. Cette régulation s’opère généralement par un contrôle 
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transcriptionnel, mais dans certaines conditions, un contrôle traductionnel est possible. Une 

régulation au niveau de l’épissage des transcrits ainsi qu’un rétrocontrôle par un produit final 

de la voie de biosynthèse des caroténoïdes ne sont pas écartés. 

L’aspect fonctionnel des polypeptides fibrillines semble lié à leur présence au niveau de 

structures lipidiques ou membranaires. On les retrouve associés à des plastoglobules, des 

caroténoïdes ou des membranes thylacoïdiennes, même si à l’heure actuelle, la nature des 

interactions réelles de ces polypeptides n’est pas encore bien cernée. Un partage de phase 

entre le cytoplasme et l’association à des membranes a également été constaté et peut jouer un 

rôle de régulation de l’activité pour ce type de protéines. Dans tous les cas, cette protéine est 

présente en conditions de stress ou en conditions d’accumulation de composés hydrophobes. 

Ceci sous-tend le rôle structural de stabilisation de membranes ou de structures lipidiques 

qu’on lui attribue. 
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6 OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THÈSE 

L’objectif de ce travail de thèse est de décrire de manière la plus complète possible, la 

présence et le rôle physiologique des fibrillines chez les plantes. En effet, les dernières études 

traitant des fibrillines montrent qu’il existe plusieurs gènes de ce type dans le génome des 

plantes. La question du nombre de ces gènes chez un organisme se pose alors. Nous avons 

cherché à répondre à cette question en examinant les paralogues des protéines de type 

fibrilline chez la plante modèle Arabidopsis thaliana dont le génome entier est connu. Nous 

avons ensuite comparé la présence de ces gènes chez différentes plantes et nous avons 

cherché à déterminer l’évolution de ce gène présent chez les cyanobactéries et les algues. 

Nous avons également étudié l’expression de la fibrilline chez Arabidopsis thaliana afin de 

vérifier l’influence des facteurs développementaux et environnementaux sur l’expression de 

ces gènes, notamment dans les conditions de stress qui ont montré une induction de ce gène 

chez différentes plantes. 

Le rôle des fibrillines dans la stabilisation des membranes ou des structures lipidiques n’est 

pas encore bien compris, tout comme son implication dans la physiologie globale de la plante. 

Afin de mieux appréhender le rôle de cette protéine, nous avons entrepris l’étude de plantes 

affectées dans l’expression de celle-ci. 

Enfin pour décortiquer la régulation de ces gènes et mettre en évidence des régulateurs 

impliqués dans la modulation de l’expression du gène de la fibrilline, nous avons mis en place 

une approche de mutagenèse. Une lignée comportant une construction « rapporteur » mise 

sous le contrôle du promoteur de la fibrilline a été introduite chez Arabidopsis thaliana. Des 

plantes mutantes de cette lignée, affectées dans la régulation du promoteur fibrilline, ont été 

isolées. 
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RESULTATS ET DISCUSSIONS 

1 LA FAMILLE DE GÈNES FIBRILLINE D’ARABIDOPSIS 

THALIANA 

L’un des modèles les plus utilisés en biologie végétale est Arabidopsis thaliana. En effet, le 

génome de cette crucifère est entièrement séquencé et les annotations sont nombreuses. La 

facilité de culture, les multiples techniques applicables à ce modèle ont orienté notre choix 

vers cette plante pour étudier la fibrilline. La présence de protéines similaires à la fibrilline de 

poivron chez différentes plantes (Introduction § 4.2) laissait supposer que cette protéine était 

également présente chez Arabidopsis thaliana. Une protéine avait d’ailleurs pu être détectée 

dans des feuilles d’Arabidopsis thaliana en conditions de déficit hydrique grâce à un anticorps 

dirigé contre l’homologue CDSP34 de la fibrilline de Solanum tuberosum (Langenkamper et 

al. 2001). D’autre part, un homologue pour chacune des trois protéines de type fibrilline de 

Brassica rapa a été trouvé dans la séquence génomique d’Arabidopsis thaliana (Kim et al. 

2001). Certes, ce modèle ne possède pas de fruits colorés accumulant des caroténoïdes comme 

la tomate, ni même de pétales colorés car ils sont blancs chez cette plante, mais il possède 

divers avantages indispensables pour l’étude que nous avons menée, notamment pour 

l’approche utilisant la mutagenèse. D’autre part, la fibrilline n’est pas uniquement associée à 

l’accumulation de caroténoïdes, mais elle est aussi liée à une réponse de la plante face à des 

conditions environnementales défavorables, qui pourront facilement être étudiées chez le 

modèle Arabidopsis thaliana. Nous avons donc recherché les fibrillines d’Arabidopsis 

thaliana et nous nous sommes alors retrouvés confrontés à une famille de gènes dont nous 

allons détailler les caractéristiques. 

1.1 CARACTÉRISTIQUES DES PROTÉINES DE TYPE FIBRILLINE 

D’ARABIDOPSIS THALIANA 

Nous avons recherché les homologues de la fibrilline de poivron dans le génome 

d’Arabidopsis thaliana et les banques d’EST (Blast sur www.ncbi.nlm.nih.gov). Pour cela, la 

séquence du polypeptide FIB de poivron a été utilisée comme requête pour un « tBlastn » 

(séquence protéique comparée aux séquences des banques traduites). Nous avons ensuite 

refait cette analyse avec chacune des séquences d’Arabidopsis thaliana que nous avons 

isolées grâce à la séquence du poivron. Les séquences montrant une E-value inférieure à 1e-05 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov


La famille de gènes fibrilline d’Arabidopsis thaliana 

 36

ont été retenues comme significativement assez proche de la séquence de FIB de poivron 

(plus les séquences comparées sont proches, plus la E-value est faible). La présence d’une 

annotation indiquant la présence d’un profil pfam PF04755 (Marchler-Bauer et al. 2005) 

correspondant à un motif conservé dans les différentes protéines de type fibrilline 

caractérisées nous a également permis d’isoler ces séquences. Des gènes issus de duplications 

des séquences que nous avons isolées ont pu être mis en évidence grâce à un outils de 

recherche de loci dupliqués chez Arabidopsis thaliana (http://wolfe.gen.tcd.ie/athal/dup). 

Nous avons déterminé par ces méthodes que le génome d’Arabidopsis thaliana comporte 13 

gènes codant des protéines présentant une homologie avec la séquence de la protéine de la 

fibrilline de poivron (Tableau 1). Au moins une EST a été trouvée dans les bases de données 

pour chacun des loci. Nous avons nommé ces 13 gènes AtFIB 1 à 10. Trois paires de gènes 

sont différenciées par une lettre : AtFIB1a, b ; AtFIB3a, b ; AtFIB7a, b, car les deux gènes de 

chacune des paires présentent des séquences très similaires (>75% identité, >80% similarité). 

Les gènes AtFIB1a, 1b et 2 correspondent respectivement aux gènes AtPAP1, 2 et 3 qui ont 

été précédemment trouvés dans les bases de données par Kim et ses collaborateurs (2001). 

MW prédite MW prédite MW déterminée pI déterminé
Nom Locus EST Protéome Taille du TP (précurseur) (mature) (mature) ou (prédit)
FIB1a At4g04020 NM_116640 cp + thyl 55 34.9 28.8 23.9-30.6 4.6-4.9
FIB1b At4g22240 NM_118350 cp + thyl 59 36.7 27.2 23.9-28.5 4.7-4.9
FIB2 At2g35490 NM_129101 cp + thyl 53 40.5 36.6 34.9-42.0 4.1-4.3
FIB3a At3g26070 NM_113511 cp + thyl 50 27.2 21.8 (9.36)
FIB3b At3g26080 NM_113512 thyl 45 29.7 24.8 (9.06)
FIB4 At3g23400 NM_113243 cp + thyl 72 30.5 22.9 25.4-27.3 4.89-5.4
FIB5 At5g09820 NM_121019 61 30.5 23.9 (4.96)
FIB6 At5g19940 NM_122001 cp 50 26.5 20.9 (7.87)
FIB7a At3g58010 NM_115663 thyl 53 34.1 28.4 28.2 4.9
FIB7b At2g42130 NM_201938 thyl 48 32.9 27.7 28.2 4.9
FIB8 At2g46910 NM_130259 40 31.6 27.1 (5.23)
FIB9 At4g00030 NM_116220 25 24.1 21.4 (7.25)
FIB10 At1g51110 NM_103989 cp + thyl 55 45.8 39.6 (5.42)  

Tableau 1 : Principales caractéristiques des protéines de type fibrillines d'Arabidopsis 
thaliana. 
Les noms des peptides de séquences très similaires diffèrent par une lettre (1a, 1b…). L'EST 121019 
a été traduite d'après une version précédente de la séquence disponible dans les bases de données, car 
elle tient compte de l'épissage d'un intron supplémentaire qui donne un peptide ayant une meilleure 
similarité avec les autres fibrillines (joindre 8932 et 9020 dans At56g09820). La taille des peptides 
d'adressage (TP) est prédite par le programme ChloroP. Les masses moléculaires, les pI et les 
localisations par analyse protéomiques proviennent de Kleffmann et al. (2004) et Friso et al. (2004). 
Les valeurs prédites de pI pour les protéines matures sont indiquées entre parenthèses lorsque la 
valeur déterminée n'est pas disponible. Cp et thyl indiquent que la protéine a été détectée 
respectivement dans les protéomes de chloroplaste et/ou de thylacoïde. 

Un point commun frappant entre toutes les séquences identifiées est qu’elles comportent en 

N-terminal une séquence d’adressage (ou peptide de transit : TP) qui, par analyse 

http://wolfe.gen.tcd.ie/athal/dup


Figure 6 : Alignement des séquences polypeptidiques des fibrillines d'Arabidopsis thaliana.
Les sites de clivage des peptides d'adressage putatifs ont été alignés (*). Les acides aminés identiques 
sont colorés en noir et les similaires en gris. Les 3 blocs constituant la signature des protéines de type 
fibrilline sont indiqués dans la ligne consensus. Un motif court répété est souligné dans AtFIB1a et 
AtFIB2.

                    10        20        30        40        50        60        70        80        90       100 
           ....|....|....|....|....|....|....|..*.|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFIB 1a   MATVPLFTQF--27aa---NRRSEIGVSVH-RPDFKIRATDID--------------DEWGQDGVERVFASSSTVSVADKAIESVEETER---------- 
AtFIB 1b   MATVQLSTQF--30aa---PMISTGGIAVSPRRVFKVRATDTG---------------EIGSALL-----------AAEEAIEDVEETER---------- 
AtFIB 2    MATLFTVARP--24aa---SLSFSFGYRPKPLRFSKIRSSLPSESESESDLDASAVTDEWGEKPGDANEPDSQPDNVTVNVITDEWGEKSGPELEESGTR 
AtFIB 3a   MALPSCLKTG--21aa---FAVPTKLQSTRKGDRERLRVQAIFSFPPAFLTRNGRAEKQKQ--------------------------------------- 
AtFIB 3b   MALPWCLKTG--16aa---FAVPTKLLSIRKGDRERLRIQAVFSFPPRN----GGAEKRKQ--------------------------------------- 
AtFIB 4    MATSSTFSSL--43aa---AANSSLVEVSIGGESDPPPSSSGSGGDDKQIAL------------------------------------------------ 
AtFIB 5    MTSNLFQPPS--32aa---DNSFRLRPMFIGKVTEQSSCSSPNEQQQDEEQEQEQEEITVSH-------------------------------------- 
AtFIB 6    MAATASSLTI--21aa---QYSIPYKVLRSRSRRLGLVVSSVSAPNVELRTGPDD--------------------------------------------- 
AtFIB 7a   MALIQHGSVS--24aa---VSLNFQSEKKSCYRRMICRAMVQDSVQGIPSVYAREMERLS---------------------------------------- 
AtFIB 7b   MALIHGSVPG--23aa---VKQGW---KNSCRRRVL-RAMVQETVQGSPLVYAREMERLS---------------------------------------- 
AtFIB 8    MDRIASATFS--11aa---ISPFGLNIKTNHRKRFSCRVAVASGETSARVVVDNELDLEH---------------------------------------- 
AtFIB 9    MALALSLSAC---0aa-------SPPLRRTRRAGFRTSCSIFANPAQR---------------------------------------------------- 
AtFIB 10   MVAVRFYAVE--26aa---NTTSRRLGLSRNCRTLRISCSSSSTVTDQTQQSSFND-------------------------------------------- 
 
                   110       120       130       140       150       160       170       180       190       200 
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFIB 1a   -------------------------------------LKRSLADSLYGT---DRGLS--VSSDTRAEISELITQLESKNPTPAPNEALFLLNGKWILAYT 
AtFIB 1b   -------------------------------------LKRSLVDSLYGT---DRGLS--ASSETRAEIGDLITQLESKNPTPAPTEALFLLNGKWILAYT 
AtFIB 2    FMESDPPRNEDEWGGEIGGETEADAGNGSAVSDPTWELKRCLADSVYGT---ELGFK--AGSEVRAEVLELVNQLEALNPTPAPLENPELLDGNWVLLYT 
AtFIB 3a   -------------------------------------LKQELLEAIEPL---ERGAT--ASPDDQLRIDQLARKVEAVNPTKEPLKS-DLVNGKWELIYT 
AtFIB 3b   -------------------------------------LKHELVEAIEPL---ERGAT--ASPDDQLLIDQLARKVEAVNPTKEPLKS-DLINGKWELIYT 
AtFIB 4    -------------------------------------LKLKLLSVVSGL---NRGLV--ASVDDLERAEVAAKELETAGGPVDLTDDLDKLQGKWRLLYS 
AtFIB 5    -------------------------------------IKEELYEALKGI---NRGIFG-VKSDKKTEIEGLVKLLECRNPTPEPTGELDKIGGCWKLIYS 
AtFIB 6    -------------------------------------LISTLLSKVANS---DGGVT--LSPEQHKEVAQVAGELQ-KYCVKEPVKN-PLIFGDWEVVYC 
AtFIB 7a   -------------------------------------AKESLILAFNDAGGFEALVTGKITDMQKIDVNERITNLERLNPTPRPTTS-PYLEGRWSFEWF 
AtFIB 7b   -------------------------------------AKESLLLALKDAGGFEALVTGKTTNMQRIDVNERITSLERLNPTPRPTTS-PCFEGRWNFEWF 
AtFIB 8    -------------------------------------KKHDLLRAVQDT---QRGLT--ATSDQRSIIEEALVTVEGFNGGEEIDP--VKLDGTWRLQYT 
AtFIB 9    -------------------------------------AKRKLLELISEE---DRGLRTQKDPKKRDEIVNAIESMTVIGRSSITTD--DSLSATWRLLWT 
AtFIB 10   -------------------------------------AELKLIDALIGIQ--GRGKS--ASPKQLNDVESAVKVLEGLEGIQNPTDS-DLIEGRWRLMFT 
Consensus                                       LK  LLDAL GT   DRGLT  ASSD R EI  LI  LE  NPTPEPT   DLL GKW LIYT 
                                                      E V      E        P                                   L   
         -----------------------------BLOCK 1--------------------------- 
 
                   210       220       230       240       250       260       270       280       290       300 
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFIB 1a   ------SFVGLFPLLSRR-IEPLVKVDEISQTIDSDSF----TVQNSVRFAGPFSTTSFSTNAKFEIRSPKRVQIKFEQGVIGTPQLTDS-IEIPESVEV 
AtFIB 1b   ------SFVNLFPLLSRG-IVPLIKVDEISQTIDSDNF----TVQNSVRFAGPLGTNSISTNAKFEIRSPKRVQIKFEQGVIGTPQLTDS-IEIPEYVEV 
AtFIB 2    ------AFSELIPLLAAG-STPLLKVKSISQSIDTNNL----IIDNSTTLSSPFADFSFSATASFEVRSPSRIEVSFKEGTLKPPVIKSS-VDLPESVGV 
AtFIB 3a   ------TSASILQAKKP----RFLRSITNYQSINVDTL----KVQNMETWP-------------------------FYNSVTG----------------- 
AtFIB 3b   ------TSAAILQAKKP----RFLRSLTNYQCINMDTL----KVQRMETWP-------------------------FYNSVTG----------------- 
AtFIB 4    SAFSSRSLGGSRPGLPTG-RLIPVTLGQVFQRIDVFSK----DFDNIAEVELG-APWPFPP-------LEATATLAHKFELLGTCKIKIT---------- 
AtFIB 5    ------TITVLGSKRTKLGLRDFVSLGDLLQQIDIAQG----KTVHVLKFDVR-----------------GLNLLDGEFRIVASFKIS------------ 
AtFIB 6    S-----RPTSPGGGYRSVIGRLFFKTKEMIQAIDAPDI-----VRNKVSINAFG-------------------FLDGDVSLTG----------------- 
AtFIB 7a   G--VNTPGSLAVRVMFERFPSTLVSLSNMEIFIKDNNT---KATANIKLLNS----------------IENKITLSSKLTIEGPLRMKEEYLEGLLESPT 
AtFIB 7b   G--SGSPGLLAARVIFERFPSTLANLSRMEILIKDANA---KATANIKLLNS----------------IESKIILSSKLTVEGPLRLKEEYVEGMLETPT 
AtFIB 8    ------SAPDVVVLFEAASRLPFFQVGQVFQKFECRDRSDGGIIRNVVQWSLPSLLEE---------QEGATLVVTAKFDKVSSRNIYLQFEE-ISVRNI 
AtFIB 9    T-----EKEQLFIIEKAG--LFGTTAGDVLQVIDVNKR----ILNNVITFPPD-----------------GVFFVRSDIDIAS----------------- 
AtFIB 10   T-----RPGTASPIQRTFTGVDVFTVFQDVYLKATNDP----RVSNIVKFSDFIG----------------ELKVEAVASIKDGKR-------------- 
Consensus                                Q ID D       V NVV                                                     
                                              N          I                                                      
            -------BLOCK 2---- 
 

 310       320       330       340       350       360       370       380       390       400 
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFIB 1a   LGQKIDLNPIKGLLTSVQDTASSVARTISNQPPLK----FSLPSDNTQSWLLTTYLD--KDLRISRGDGGS-VYVLIKEGSSLLNP-------------- 
AtFIB 1b   LGQKIDLNPIRGLLTSVQDTASSVARTISSQPPLK----FSLPADNAQSWLLTTYLD--KDIRISRGDGGS-VFVLIKEGSPLLNP-------------- 
AtFIB 2    FGQQISLSLLKQSLNPLQDVAANISRALSGQPPLK----LPFPGNRGSSWLLTTYLD--KDLRISRGDGG--LFVLAREGSSLLEL-------------- 
AtFIB 3a   -----DIKPLNSKKVAVKLQVFKILGFIP----------IKAPD-SARGELEITYVD--EELRLSRGDKGN-LFILKMFDPTYRIPL------------- 
AtFIB 3b   -----DLTPLNSKTVAVKLQVFKILGFIP----------VKAPDGTARGELEITYVD--EELRISRG-KGNLLFILKMFDPTYRIPL------------- 
AtFIB 4    ----FEKTTVKTSGNLSQIPPFDIPRLPDS---------FRPSSNPGTGDFEVTYVD--DTMRITRGDRGE-LRVFVIA--------------------- 
AtFIB 5    -----SKSSVEITYESSTIKPDQLMNIFRKNMD------LLLGIFNPEGLFEISYLD--EDLQVGRDGKGN-VFVLERIEKP------------------ 
AtFIB 6    -----KLKALDSEWVQVIFEPPEIKVGSLE---------FKYG-FESEVKLRITYVD--EKLRLGLGSKGS-LFVFRRRQ-------------------- 
AtFIB 7a   VIEEAVPDQLRGLLGQATTTLQQLPEPIKDTLANG--LRIPLGG-TYQRFFMISYLD--DEILIVRDTAGVPEVLTRVETSSPMSSSSVVENLEYNS--- 
AtFIB 7b   VIEEAVPEQLKSALGQAATTLQQLPALIKDTLASG--LRIPLSG-SFERFFMISYLD--EEILIVRDTEGVPEVLTRIETPS----STVVETIEYDS--- 
AtFIB 8    NINEQLQALIAPAILPRSFLSLQLLQFIRTFKAQIPVNATSPGRRSVGGLYYLSYLD--NNMLLGRSVGGGGVFVFTKSQPLEL---------------- 
AtFIB 9    ------PQRVNFRFNSAVLRGKNWELPLP-----------PFG----KGWFENVYMD--GEIRVAKDIRGD-YLIVDRAPYNWTESFV------------ 
AtFIB 10   -----VLFRFDRAAFDLKFLPFKVPYPVP----------FRLLGDEAKGWLDTTYLSPSGNLRISRGNKGT-TFVLQKETVPRQKLLATISQDKGVAEAI 
Consensus                                         F  P     GWL ITYLD   DLRISRGDKG  LFVL KE                      
                                                     G         T       EI          V    R                       
           ------------------BLOCK 3--------------- 
 

 410       420       430       440       450       460       470       480       490       500 
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AtFIB 10   DEFLASNSNSAEDNYELLEGSWQMIWSSQMYTDSWIENAANGLMGRQIIEKDGRIKFEVNIIPAFRFSMKGKFIKSESSTYDLKMDDAAIIGGAFGYPVD 
 
                   510       520       530   
           ....|....|....|....|....|....|... 
AtFIB 10   ITNNIELKILYTDEKMRISRGFDNIIFVHIREI 
    BLOCK 3’ 



La famille de gènes fibrilline d’Arabidopsis thaliana 

 37

informatique avec les programmes ChloroP, TargetP, et Predotar, est prédite comme peptide 

d’adressage de la protéine vers le chloroplaste. La localisation subcellulaire a pu être 

confirmée pour 7 de ces protéines puisqu’on les retrouve dans le protéome de chloroplaste 

(Kleffmann et al. 2004), (Tableau 1). Plus précisément, 9 sur les 13 sont détectées dans le 

protéome de thylacoïde (Friso et al. 2004), mais aucune de ces protéines n’est présente dans le 

protéome de l’enveloppe (Ferro et al. 2003). Il faut ajouter qu’aucun des polypeptides 

fibrilline n’a été détecté dans le protéome mitochondrial (Heazlewood et al. 2004). La 

prédiction informatique de la localisation de FIB9 est plus ambiguë du fait qu’elle comporte 

un peptide de transit prédit de petite taille : 25 acides aminés, alors que les peptides de transit 

des autres fibrillines ont une taille avoisinant les 50 acides aminés. Cette taille n’est cependant 

pas rédhibitoire puisqu’il a été montré qu’un peptide de transit aussi court est tout à fait 

fonctionnel pour un ciblage vers le chloroplaste chez les plantes (Orea et al. 2001). Cette 

protéine est néanmoins absente des bases de données protéomiques de chloroplaste, 

d’enveloppe ou de thylacoïdes, de même que les protéines FIB5 et FIB8. 

Le Tableau 1 regroupe également les caractéristiques physico-chimiques des 13 fibrillines 

d’Arabidopsis thaliana. Les fibrillines sont des petites protéines dont la masse moléculaire 

des polypeptides matures varie de 21 kDa pour FIB6 à 40 kDa pour FIB10. Les valeurs 

prédites ou déterminées des points isoélectriques (pI) des différentes fibrillines d’Arabidopsis 

thaliana montrent aussi une certaine diversité. On peut regrouper les protéines en trois classes 

selon leur pI : acide (FIB 1a, 1b, 2, 4, 5, 7, 8, 10), neutre (FIB 6, 9), ou basique (FIB 3a, 3b). 

Ces protéines diffèrent les unes des autres, ce qui reflète peut être la spécificité de fonction de 

chacune d’entre elle. 

Malgré les disparités de caractéristiques des fibrillines, l’alignement des séquences 

polypeptidiques (Figure 6) montre qu’elles appartiennent toutes à une même famille de 

protéines qui comportent dans leur partie mature, trois blocs d’homologie définissant une 

signature spécifique de la famille fibrilline. Cependant, chez certains membres de la famille, 

la signature peut être partiellement altérée comme par exemple chez FIB7a, FIB7b et chez 

FIB10 où la signature du bloc 2 est incomplète. 

La protéine FIB10 possède en plus une particularité : elle comporte en C-terminal, par 

rapport aux autres fibrillines, une extension dont la séquence est similaire au bloc 3 défini 

dans la figure 6, que l’on a nommée bloc 3’. Cette extension présente une forte caractéristique 

acide et son absence augmenterait le pI de FIB10 de 5,42 à 9,3 et par conséquent, ferait passer 

FIB10 de la classe des fibrillines « acides » à celle des fibrillines « basiques ». Les sites de 



cy

cy

cy

2

1

3

Figure 7 : Arbre phylogénétique consensus des protéines FIB d’Arabidopsis thaliana (At), de 
riz (Os), de tomate (Le) et de différentes cyanobactéries (cy).
Arbre réalisé avec le logiciel ClustalX 1.83 (méthode Neighbour Joining de Saitou et Nei's. Les valeurs de 
bootstrap supérieures à 50% sont indiquées. L’arbre a été réalisé à partir de la partie commune de 
l'alignement des protéines FIB (178 acides aminés) obtenue en supprimant les gaps importants et les blocs 
très divergents. La barre représente une substitution de 0.1 acide aminé par site. , , représentent trois 
sous-familles de protéines fibrillines chez les cyanobactéries.
Les N° d'accession et l'espèce pour les gènes de cyanobactéries sont les suivants : Gl : Gloeobacter
violaceus (Nakamura et al. 2003), Ns : Nostoc sp. PCC 7120 (Kaneko et al. 2001), Np : Nostoc 
punctiforme, Pc : Prochlorococcus marinus subsp. pastoralis CCMP1986 (Rocap et al. 2003), Sy : 
Synechocystis PCC 6803 (Kaneko et al. 1996), Sc : Synechococcus sp. WH8102 (Palenik et al. 2003), Te : 
Thermosynechoccocus elongatus BP-1 (Nakamura et al. 2002) et Tr : Trichodesmium erythraeum
(http://genome.ornl.gov/microbial/tery/).
Les N° d'accession des protéines FIB de tomate sont issues de la base de données d'ADNc TIGR 
(http://www.tigr.org/) : LeFIB1: TC116052, LeFIB2: TC124967+AW09494, LeFIB3: TC11292, LeFIB5: 
BI929643, LeFIB6 : TC118055, LeFIB7: TC119061, LeFIB8 : TC126867, LeFIB9: TC130337, LeFIB10: 
AW617522. Note : LeFIB4 (BG626357) n'a pas été inclus dans l'arbre car sa séquence est très incomplète.

http://genome.ornl.gov/microbial/tery/
http://www.tigr.org/
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clivage des peptides de transit de chacune des fibrillines ont été alignés et sont signalés par un 

astérisque (Figure 6). Dans le cas de FIB 1a et 1b, le site de clivage a pu être confirmé par 

alignement avec la séquence de la fibrilline de poivron dont la séquence est très proche, et 

dont on connaît exactement le site de clivage. Ce dernier est en général directement suivi par 

une série d’acides aminés chargés négativement, ce que l’on peut observer ici sauf pour les 

fibrillines 3a, 3b et 9 où le site de clivage est donc moins consensuel. 

Nous avons ensuite comparé les séquences des fibrillines que l’on peut retrouver au sein des 

génomes des plantes et des cyanobactéries entièrement séquencés et celles de banque d’EST 

de tomate, séquences que nous avons obtenues par la même méthode qui nous a permis 

d’isoler les 13 gènes FIB d’Arabidopsis thaliana (début du § 1.1). La figure 7 présente un 

arbre phylogénétique comportant les fibrillines d’Arabidopsis thaliana, de tomate, de riz et de 

cyanobactéries. Les fibrillines d’Arabidopsis thaliana 1a,b,2 ; 3a,b ; 7a,b forment 

respectivement, trois sous-familles, tandis que les autres fibrillines sont tout aussi éloignées 

de ces trois sous-familles que les unes des autres. Ceci même pour FIB6 et FIB9 qui 

montraient des masses moléculaires et des pI similaires et qui ne sont pourtant pas regroupées 

dans cet arbre. 

 

Figure 8 : Profil d’hydrophobicité de la protéine AtFIB1a (Kyte & Doolittle). 
Une fenêtre de 17 acides aminés a été utilisée pour le calcul. Les blocs conservés décrits dans la 
figure 5 sont indiqués (     ). 

 

Bloc 1 Bloc 2 Bloc 3 



Arabidopsis
Nom N° Accession E-value N° Accession E-value N° Accession E-value N° Accession E-value N° Accession E-value N° Accession E-value
FIB1 AAO72593 2 e-84 NP_440566 6 e-21 NP_488358 2 e-22 ZP_00108105 4 e-90 ZP_00072492 4 e-21 NP_681209 6 e-19
FIB2 AAL67595 5 e-76
FIB3 AAS07245 1 e-55
FIB4 AK106159 (mRNA) 9 e-67
FIB5 CAE04639 8 e-58
FIB6 CAE02133 4 e-57
FIB7 AAO72625 2 e-79
FIB8 AE017111 (gDNA) 1 e-86
FIB9 CAE01685 4 e-56
FIB10 BAC06949 9 e-98

Riz (O.sativa cv. japonica) T.elongatusTrichodesmium erythraeumNostoc PunctiformeNostoc PCC7120Synechocystis PCC6803

Tableau 2 : Orthologues des gènes fibrillines d'Arabidopsis thaliana chez le riz et chez différentes 
cyanobactéries.
Les N° d'accession des ARNm ou de l'ADNg sont donnés lorsque celui des protéines n’est pas disponible. Pour FIB8, 
il faut joindre les segments 1449–1809, 1915–2057, 2396–2493, 3362–3444, 3954–4042, 4356–4413, 4486–4595. 
Les E-values sont obtenues par blast en utilisant le polypeptide mature correspondant d’Arabidopsis thaliana. Les 
références des génomes de cyanobactéries sont données dans la figure 7. Pour le riz : 
http://rgp.dna.affrc.go.jp/IRGSP/.

http://rgp.dna.affrc.go.jp/IRGSP/
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La disparité des caractéristiques des fibrillines se retrouve également lorsque l’on étudie des 

le profil d’hydrophobicité des protéines. Par exemple, FIB 1a, 1b et 2 ont une région 

hydrophobe entre les blocs d’homologie 1 et 2, qui pourrait définir le site d’ancrage de la 

protéine à la membrane (Figure 8). Cependant, les autres fibrillines montrent des profils 

différents, avec une région plutôt hydrophobe entre les bloc 2 et 3 ou chevauchant le bloc 3 

(FIB 3a, 3b, 6 et 10), ou de multiples régions hydrophobes (FIB 4, 5, 7a, 7b, 9 et 10). Ceci 

conforte le fait que l’on ne retrouve pas, dans les séquences des fibrillines, de motif conservé 

qui formerait une hélice transmembranaire capable de s’insérer dans un environnement 

hydrophobe comme une bicouche lipidique (Tzen et Huang 1992, Murphy 1993). 

1.2 LES GÈNES FIBRILLINES CHEZ D’AUTRES ORGANISMES 

Nous avons décrit dans le paragraphe précédent la présence de 13 gènes FIB chez 

Arabidopsis thaliana, parmi lesquels on peut distinguer trois sous-familles selon leurs 

caractéristiques. Nous savons que chez les plantes, de un à trois gènes FIB ont pu être 

caractérisés dans un même organisme (Introduction § 4.2). Nous avons donc recherché 

l’existence d’autres gènes de type fibrilline chez les plantes et d’autres organismes 

photosynthétiques, en nous basant sur les 13 séquences isolées chez Arabidopsis thaliana. 

1.2.1 Chez les plantes 

L’accès récent au génome complet du riz (Goff et al. 2002, Yu et al. 2002) nous a permis de 

comparer la présence des différents gènes FIB chez cette monocotylédone par rapport à 

Arabidopsis thaliana qui est une dicotylédone (Tableau 2,  Figure 7). Ceci nous permet 

d’apprécier la conservation de cette famille de gènes au sein du règne végétal. Dans le 

génome du riz, on ne retrouve finalement que 10 gènes fibrilline correspondant chacun à un 

orthologue d’Arabidopsis thaliana. Ceci suggère que les 10 gènes FIB que l’on retrouve chez 

le riz sont apparus avant la séparation mono-dicotylédone. 

Les trois gènes supplémentaires d’Arabidopsis thaliana (absents chez le riz) proviendraient 

tous trois de duplications récentes dans le génome : sur le chromosome 4, ce qui a donné les 

paralogues FIB1a et FIB1b, sur le chromosome 3 donnant naissance aux paralogues FIB3a et 

FIB3b, enfin entre les chromosomes 2 et 3 pour donner les paralogues FIB7a et FIB7b. 

D’ailleurs, les deux duplications 1a-1b, 7a-7b sont positionnées dans des zones de 

duplications de portions de chromosomes au sein du génome d’Arabidopsis thaliana 

(http://wolfe.gen.tcd.ie/athal/dup). La même conclusion peut être tirée de l’analyse de la 

http://wolfe.gen.tcd.ie/athal/dup
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Figure 9 : Schéma de la structure exons/introns des gènes fibrillines d'Arabidopsis
thaliana.

: Régions non transcrites 5'UTR et 3' UTR ; exons ; - : introns.
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structure exons/introns des différents gènes fibrillines chez Arabidopsis thaliana (Figure 9). 

En effet, FIB 1a, 1b et 2 comportent chacun deux introns à des positions identiques (comme 

pour le gène de la fibrilline de poivron dont ils sont les orthologues les plus proches). De 

même, FIB 7a et 7b possèdent six introns placés de façon identiques et FIB 3a et 3b ont 

également un même schéma exons/introns. Le cas de FIB 3a et 3b sera plus amplement décrit 

dans le paragraphe 1.4. Par contre, les autres gènes FIB présentent des structures 

exons/introns différentes dont le nombre d’introns varie de 2 pour FIB9, à 10 pour FIB10. Les 

gènes fibrillines du riz présentent une structure exon/intron identique à celle de leurs 

homologues chez Arabidopsis thaliana, ce qui montre la bonne conservation de ces gènes au 

cours de l’évolution. 

Chez la tomate, qui est une autre dicotylédone, nous avons pu identifier dans les banques 

d’EST jusqu’à présent, uniquement 10 orthologues de fibrillines correspondant aux 10 gènes 

FIB que l’on retrouve chez le riz. Cependant, nous n’écartons pas qu’il puisse exister dans le 

génome de cette plante d’autres gènes FIB. 

1.2.2 Chez les algues 

Le génome séquencé de l’algue rouge Cyanidioschyzon merolae (Matsuzaki et al. 2004) 

contient quatre gènes FIB, dont les plus proches parents chez les plantes sont FIB1a, FIB3a, 

FIB5 et FIB9 qui montrent dans l’ordre des similarités de 42%, 62%, 51% et 38% avec leur 

homologue respectif (http://merolae.biol.s.u-tokyo.ac.jp; loci CMS090C, CMP332C, 

CMK306C et CMT081C). Nous avons également pu mettre en évidence à ce jour la présence 

de 8 orthologues de la fibrilline dans le génome entièrement séquencé de l’algue 

Chlamydomonas (Blast sur www.chlamy.org). Ceci montre que la multiplication des gènes 

FIB a commencé très tôt au cours de l’évolution du règne végétal, c'est-à-dire avant la 

séparation avec les algues. 

1.2.3 Chez les cyanobactéries 

Puisque la quasi-totalité des protéines FIB est localisée dans le plaste, il est intéressant 

d’étudier l’origine possible des gènes FIB chez les cyanobactéries, ces dernières étant à 

l’origine des plastes selon la théorie endosymbiotique. Des gènes similaires à la fibrilline ont 

été trouvés dans les génomes de cyanobactéries séquencés, mais pas dans d’autres groupes de 

bactéries. Ainsi, des gènes montrant l’homologie la plus importante avec FIB1a et FIB1b 

(Tableau 2) sont retrouvés chez les β-cyanobactéries caractérisées par une rubisco (ribulose-1-

http://merolae.biol.s.u-tokyo.ac.jp
http://www.chlamy.org
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5-biphosphate carboxylase oxygénase) de type 1B : Nostoc PCC7120 et Nostoc punctiforme, 

Trichodesmium erythraeum (cyanobactérie marine), Synechocystis PCC6803 et 

Thermosynechoccocus elongatus BP-1 (cyanobactérie thermophile). Ces gènes forment la 

sous-famille 1 (Figure 7). Une seconde sous-famille apparentée aux fibrillines est aussi 

présente chez ces cyanobactéries, excepté chez T. elongatus. Cependant les membres de cette 

sous-famille 2 n’ont pas d’orthologue précis chez Arabidopsis thaliana, en effet les scores de 

similarité sont relativement faibles et du même ordre de grandeur vis-à-vis de l’ensemble des 

fibrillines d’Arabidopsis thaliana. C’est également le cas chez une troisième sous-famille que 

l’on retrouve chez les α-cyanobactéries marine (Rubisco de type 1A) : Synechococcus sp. 

WH8102 (deux gènes) et prochlorophyte Prochlorococcus marinus subsp. Pastoralis 

CCMP1986 (aussi appelé MED4), (Figure 7). 

Par contre, aucun gène apparenté à la fibrilline n’a pu être détecté dans les génomes 

complètement séquencés de deux autres prochlorophytes P. marinus str. MIT 9313 (Rocap et 

al. 2003) et P. marinus subsp. marinus str. CCMP1375 (aussi appelé souche SS120 ; 

(Dufresne et al. 2003). Il est intéressant de noter que ces deux dernières prochlorophytes sont 

des souches adaptées à des conditions de lumière faible alors que la souche CCMP1986, qui 

comporte un gène de la sous-famille 3, est adaptée à des conditions de lumière forte. Chez 

Synechococcus sp. WH8102, le trait physiologique « le plus remarquable » est sa motilité 

(chimiotactisme), caractéristique importante pour l’apport en nutriments mais qui implique 

aussi que l’organisme est susceptible d’être soumis à des luminosités variables. 

Parmi les cyanobactéries qui possèdent un gène apparenté à la fibrilline, Gloeobacter 

violaceus se distingue des autres car elle ne comporte pas de thylacoïdes, mais des complexes 

PSI et PSII localisés au niveau de la membrane plasmique. Elle est aussi très sensible à la 

lumière. De façon intéressante, ce gène est relativement éloigné des autres sous-familles de 

gènes FIB de cyanobactérie, ce qui n’est pas très surprenant puisqu’au cours de l’évolution, 

G. violaceus a divergé très tôt des autres cyanobactéries (avant l’endosymbiose qui a mené à 

la formation des plastes (Nelissen et al. 1995). L’ensemble de ces résultats suggère donc 

qu’au moins un polypeptide de type fibrilline est présent chez la plupart des cyanobactéries 

lorsque cette espèce ou souche est soumise occasionnellement à un stress lumineux. 

Une relation phylogénétique entre la sous-famille 1 des cyanobactéries et les FIB1,2 de 

plantes peut être proposée à la vue de la figure 7, ceci en accord avec les scores d’homologie 

du tableau 2. Cependant, une relation entre la sous-famille 1 des cyanobactéries et les FIB3 de 

plantes ne peut pas être exclue. Sur la base des arbres d’évolution des cyanobactéries (Rocap 
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et al. 2003, Nelissen et al. 1995, Badger et Price 2003) et des points discutés précédemment, 

nous proposons un schéma d’évolution des gènes FIB présenté en Figure 10. Il suppose qu’un 

gène ancestral de la fibrilline a donné naissance (avant l’endosymbiose qui a mené à la 

formation des plastes) à l’ancêtre de la sous-famille 1 des cyanobactéries, dont les 

descendants directs sont probablement les gènes des plantes FIB1,2 (ou FIB3). Les autres 

gènes de type fibrilline que l’on retrouve chez les plantes ont dû dériver de cette sous-famille 

FIB1,2 (ou FIB3) à un stade précoce de l’évolution des plantes. Il semble moins 

vraisemblable que les 10 gènes FIB communs aux plantes supérieures descendent chacun 

directement d’un gène de cyanobactérie puisque que l’on ne retrouve pas une telle multiplicité 

de gènes chez les bactéries. La sous-famille cyanobactérienne 2 peut dériver de la sous-

famille 1. Le fait que cet événement soit arrivé avant ou après l’endosymbiose ne peut pas être 

déterminé avec certitude. La perte de cette sous-famille chez T. elongatus semble être un 

évènement plus récent. Nous proposons alors une origine ancienne de la sous-famille 3 et une 

perte de ces gènes chez les α-cyanobactéries marines adaptées aux conditions de faible 

lumière. 

Figure 10 : Apparition du gène FIB et de ses sous-familles au cours de l'évolution du 
plaste et des cyanobactéries. 
Le schéma prend en comptes les données de la figure 7 (Nelissen et al. (1995), Badger et Price 
2003), mais les distances évolutives ne sont pas respectées. Se référer à la Figure 7 pour les noms 
complets des souches des cyanobactéries, les N° d'accession, et la définition des sous-familles 
cyanobactériennes , ,  des gènes fibrilline. L'apparition ou la perte de gènes est encadrée. Le 
branchement de la sous-famille  est spéculatif. 
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1.3 LA SOUS-FAMILLE FIB1,2 DES PLANTES 

Tous les polypeptides de type fibrilline caractérisés jusqu’à maintenant chez les plantes, que 

ce soit en condition de stress ou au sein d’un organe, d’un tissu ou d’une structure 

subcellulaire en particulier, appartiennent tous à la sous-famille FIB1,2 d’Arabidopsis 

thaliana. Cependant, déterminer si ces peptides se rapprochent de FIB1a, FIB1b, ou plutôt de 

FIB2 nécessite encore quelques éclaircissements. L’homologue de la fibrilline, retrouvé dans 

les plastoglobules de feuilles de pois Pisum sativum (PG-1; accession no. AF043905; (Kessler 

et al. 1999) est, lui, plus proche de FIB2 (Tableau 3). Chez les Brassicaceae, famille à 

laquelle Arabidopsis thaliana appartient, la classification est tout à fait claire, un orthologue 

de la fibrilline, présent dans les élaïoplastes des cellules du tapis chez Brassica rapa (BCP32; 

AF084554; (Ting et al. 1998) est plus proche de FIB1a. Cependant, un orthologue de chaque 

membre de la sous-famille FIB1,2 est présent chez cette espèce, respectivement PAP1 

(T01472) pour AtFIB1a, PAP2 (T04905) pour AtFIB1b, PAP3 (AAC3672) pour AtFIB2; 

(Kim et al. 2001). Il semble beaucoup plus difficile de désigner laquelle des protéines FIB1a 

ou FIB1b est la plus proche d’une protéine de type fibrilline d’autres espèces relativement 

éloignées. On retrouve des similarité de séquence à FIB1a ou FIB1b importants et de même 

ordre de grandeur (Tableau 3) pour des polypeptides de la fibrilline de poivron C. annuum 

(X71952; (Deruere et al. 1994b, Chen et al. 1998), de CDSP34 de pomme de terre Solanum 

tuberosum (T07825; (Pruvot et al. 1996a) et de CHRC du concombre Cucumis sativus 

(X95593; (Smirra et al. 1993). L’homologue CitPAP que l’on retrouve dans différents 

organes chez Citrus unshiu (AB011797; (Moriguchi et al. 1998) est, quant à lui, plus proche 

de FIB1b que de FIB1a. 

Tableau 3 : Taux de similarité entre les protéines FIB de plantes et les protéines de la 

sous-famille 1-2 d’Arabidopsis thaliana. 

Similarité (%) AtFIB1a AtFIB1b AtFIB2
FIB poivron 72,0 70,3 46,3

CDSP34 74,5 73,4 47,9
CitPAP 71,6 73,9 46,0
CHRC 71,6 71,4 45,0
PAP1 84,0 77,6 46,1
PAP2 80,8 86,6 45,8
PAP3 49,6 47,7 84,4
PG1 51,5 49,7 65,5
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Cependant, plutôt que de comparer les séquences complètes, on peut s’intéresser à la partie 

N-terminale des polypeptides matures dans laquelle on retrouve un motif court DEWG 

permettant une discrimination. En effet, ce motif est présent en une seule copie (ou deux chez 

Brassica rapa) chez FIB1a d’Arabidopsis thaliana (Figure 6), de même que dans tous les 

autres orthologues FIB1a,b des plantes mentionnés précédemment, y compris le riz (Figure 

11). Par contre, ce motif est absent de FIB1b d’Arabidopsis thaliana, de Brassica rapa ou 

même des fibrillines de cyanobactéries. Chez les FIB2, membre de la sous-famille 1-2, on 

retrouve plusieurs répétitions de ce motif (Figure 11) : 4 chez le riz, 3 chez Arabidopsis 

thaliana, 2 chez B. rapa (un 3ème motif incomplet est présent) et P. sativum. La conservation 

de ce motif suggère un rôle spécifique chez les plantes, rôle qui serait rempli par FIB1a et 

FIB2, mais pas par FIB1b. 

Figure 11 : Présence d'une répétition du motif protéique DEWG dans des protéines 
fibrillines de différentes plantes. 
Un segment (acides aminés 51 à 130) des précurseurs des protéines de type FIB 1-2 chez différentes 
plantes est présenté et le motif répété DEWG est surligné en noir lorsqu'il est présent. Ca : Capsicum 
annuum, St : Solanum tuberosum, Cs : Cucumis sativus, Le : Lycopersicon esculentum, Cu : Citrus 
unshiu, Os : Oryza sativa, Br : Brassica rapa, At : Arabidopsis thaliana, Ps : Pisum sativum. 

Nous avons voulu vérifier que le peptide de transit putatif de certaines fibrillines est bien 

capable de cibler in vivo une protéine vers le chloroplaste. Pour cela, nous avons utilisé une 

approche de biologie cellulaire par microscopie à fluorescence. Nous avons exprimé de façon 

stable une séquence peptidique un peu plus longue que le peptide de transit prédit (Matériel et 

                    60        70        80        90        100       110       120

           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Ca FIB     NPKPKFTAQATNYDKEDEWGPELEQINPGGVAVVEEEPPKEPSEMEKLKKQLTDSFYGTNRGLSASSETRAEIVELITQL

St CDSP34  KEFTNPKPKFTAQATNYDKEDEWGPEVEQIRPGGVAVVEEEPPKEPSEIELLKKQLADSLYGTNRGLSASSETRAEIVEL

Cs CHRC    VRPAFKVRAVLNDDEWGEDKDEKYGDDSSVAVAEKEEEKPLEPSEIYKLKKALVDSFYGTDRGLRVSRDTRAEIVELITQ

Le FIB1    KEFTYPKPKFTAQATNYDKEDEWGPEVEKISPGGVAVVDEEPPKEPSEIELLKKQLADSFYGTNRGLSASSETRAEIVEL

Cu CitPAP  QGFTRARPLVLTRAADDDEWGPEKEKEGGGALAVAEEESPKEVTEIDNLKKALVDSFYGTDRGLNATSETRAEIVELITQ

Os FIB1    LTARAVAGDAEDEWGKEPAADQGGAAAAVAEAPADVPVTSEVAELKAKLKEALYGTERGLRASSETRAEVVELITQLEAR

Br PAP1    VRASDVNDEWGPDSKGRGGDVDDEWGPEIGLNSSVAEKVAEEAIESAEETERLKRVLAGSLYGTDRGLSASSETRAEISE

At FIB1a   DFKIRATDIDDEWGQDGVERVFASSSTVSVADKAIESVEETERLKRSLADSLYGTDRGLSVSSDTRAEISELITQLESKN

Br PAP2    VSRSDFRVRVIDAEDELDPETSEGGGSALLMAEEAIESVEETEVLKRSLVDSLYGTDRGLSASSETRAEIGDLITQLESK

At FIB1b   SPRRVFKVRATDTGEIGSALLAAEEAIEDVEETERLKRSLVDSLYGTDRGLSASSETRAEIGDLITQLESKNPTPAPTEA

Ps PG1     TGDAEKPSSNISDEWGEGSEPETKPFTYFKLPDSDPPKDEDEWGKGAAAGAGSYNDAGNGTPTFAAEASPEAEAEDGVDE

Os FIB2    SGVPDEWGDRSPSAPEPPSQPDPPIDDDEWGRDDPSASGNSRPVLVTDEWGEPGVPEPQSTSAADPPTNDDEWGGDPAPP

Le FIB2    EPEKPTSITPDNDKADDKMVEFVDEWGEKSEPEPGPVTKLADSDPPEYDDEWGNGSPGVDVSGEEDEKLLELKRCLVDTV

Br PAP3    IRSSLPSESDSEPEGGYSITDEWGEQPAEPESPPDNAPSAVSDEWGEKSESVPEESVTRFAESDPPTNEDEWEEREADDG

At FIB2    KIRSSLPSESESESDLDASAVTDEWGEKPGDANEPDSQPDNVTVNVITDEWGEKSGPELEESGTRFMESDPPRNEDEWGG
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Figure 12 : Localisation subcellulaire de polypeptides FIB d'Arabidopsis thaliana.
Observations au microscope confocal de la fluorescence de la YFP dans des feuilles d'Arabidopsis
thaliana transformées avec la construction d'une fusion traductionnelle du peptide d'adressage (TP) de 
fibrillines d'Arabidopsis thaliana avec la YFP. La barre représente 8µm.

8 8 µµmm

8 8 µµmm

8 8 µµmm



La famille de gènes fibrilline d’Arabidopsis thaliana 

 45

Méthodes § 3.4), ceci pour les fibrillines 1a, 1b, 2, 3a et 3b, en fusion traductionnelle avec la 

protéine fluorescente YFP dans des plants d’Arabidopsis thaliana. Les photos de la figure 12 

présentent la fluorescence de la YFP et l’autofluorescence de la chlorophylle pour les 5 gènes 

FIB analysés ici. Comme on peut l’observer sur les photos de la superposition des deux types 

de fluorescence, il y a colocalisation de la fluorescence de la YFP (en vert) avec la 

fluorescence naturelle de la chlorophylle (en rouge) au niveau des chloroplastes. Les peptides 

de transit des protéines FIB 1a, 1b, 2, 3a et 3b sont donc bien capables d’effectuer un ciblage 

vers le chloroplaste. 

1.4 LA SOUS-FAMILLE FIB3A,3B D’ARABIDOPSIS THALIANA 

Nous n’avons pu trouver dans le génome du riz ou les banques d’EST de tomate que 10 

gènes de type fibrilline, alors que chez Arabidopsis thaliana nous en avons trouvé 13. Il est 

donc probable que les 3 gènes supplémentaires d’Arabidopsis thaliana sont issus de 

duplications tardives (§ 1.2.1). En effet, FIB3a et FIB3b sont positionnés en tandem sur le 

chromosome 3. Les séquences alignées dans la figure 6 (commençant par MALP… en N-

terminal) correspondent aux ADNc les plus longs que l’on trouve dans les bases de données. 

Cependant, nous avons pu amplifier par RT-PCR un ADNc de FIB3b qui peut coder un 

polypeptide plus long qui commencerait par MSH… (Figure 13). 

Figure 13 : Schéma de l'organisation des gènes AtFIB 3a, 3b et du gène amont PRXQ 
sur la séquence génomique du chromosome 3 d'Arabidopsis thaliana. 
Les ESTs disponibles dans les banques et les fragments amplifiés par RT-PCR sont alignés. Les 
introns épissés (absents des ESTs et des fragments PCR) sont notés en blanc. Les codons d'initiation 
putatifs sont indiqués (MSH…, MALP…). Les codons stop sont symbolisés par des étoiles. Une 
insertion en amont de la séquence de FIB3a (AB023041, position 67267-67553) similaire à un 
segment du promoteur de PRXQ (AB023041, position 65208-65524) est schématisée (∆). 
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Figure 14 : Extension d’amorce en 5’ du 
gène AtFIB3b et sa séquence génomique.
Les flèches (     ) indiquent les amplifiats
résultants de l’extension d’amorce. Les positions 
relatives du nucléotide 5’ des amplifiats et des 
méthionines sont indiqués entre parenthèse. Les 
nucléotides A, T, G, C permettent de lire 
directement la séquence. : amorce utilisée 
pour la réaction d’extension d’amorce.
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L’utilisation de ce codon d’initiation alternatif en amont produit un précurseur qui nécessite 

l’épissage d’un intron supplémentaire (cet intron comporte 2 codons stop dans le cadre de 

lecture symbolisés par des étoiles sur la Figure 13). Nous avons pu cloner cet ADNc épissé 

dans les siliques (vérifié par séquençage), (Figure 15), mais nous n’avons pas pu retrouver des 

conditions conduisant à un tel épissage. La prévalence d’une forme « longue » (contenant le 

codon d’initiation MSH… en amont) pose la question de l’utilisation de la méthionine en aval 

(MALP…) pour la synthèse du précurseur FIB3b. Une extension d’amorce a permis de 

révéler la présence de transcrits multiples de FIB3b soit de grande taille (contenant le codon 

d’initiation alternatif), soit de taille plus courte (ne contenant pas le codon d’initiation 

alternatif), (Figure 14). Il semble donc (au moins dans les conditions expérimentales utilisées 

ici) que FIB3b est préférentiellement synthétisé à partir de la forme courte de transcrit pour 

donner un précurseur qui commence à la méthionine en aval (MALP…). Un codon 

d’initiation alternatif en amont est aussi présent chez FIB3a. Cependant, il ne permet 

d’obtenir qu’un cadre de lecture court. 

Figure 15 : Détection d’un transcrit long épissé du gène AtFIB3b par RT-PCR. 
FM : Feuilles Matures ; Fl : Fleurs ; Sl : Siliques.      ,      : amorces utilisées pour la PCR. 

L’utilisation in vivo de la méthionine du MALP… plutôt que celle du MSH… est également 

confortée par les expériences de localisation subcellulaires de FIB3a et FIB3b en microscopie. 

En effet, différentes constructions ont été utilisées pour FIB3b lors des expériences de 
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Figure 16 : Schéma des séquences des constructions des peptides d ’adressage fusionnés à 
la YFP pour les gènes AtFIB3a et AtFIB3b utilisées lors des observations de la 
localisation subcellulaire au microscope confocal.
La détection de fluorescence est indiquée pour chaque construction.
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localisation subcellulaire des protéines de fusions du peptide de transit FIB3b avec la YFP 

(Figure 16). La première construction comporte le peptide de transit démarrant au MSH… et 

allant jusqu’au MALP…. La deuxième démarre au MSH… et va jusqu’au site de coupure 

probable équivalent à celui de FIB3a. Et enfin la dernière comporte la séquence équivalente à 

celle de FIB3a (commençant donc au MALP…). Or sur ces trois types de constructions, nous 

n’avons pu observer de fluorescence que dans le dernier cas. On peut alors se demander si 

dans sa forme longue (si elle est présente in vivo dans des conditions particulières), le 

précurseur de FIB3b est bien ciblé au plaste ou non sachant que la prédiction informatique 

pour un départ de la traduction au MSH donne des résultats ambigus. 

 La comparaison des séquences génomiques du coté 5’ de FIB3a et FIB3b, révèle une 

homologie significative à l’exception d’une insertion de 286pb chez FIB3a (Figure 13) qui 

montre une étonnante similarité (63%) avec une partie du promoteur du gène de la 

peroxyredoxine Q. Cette peroxyredoxine (locus At3g26060; Dietz 2003) est située juste en 

amont de FIB3a. 

Ces informations suggèrent que les deux gènes FIB3a et FIB3b résultent d’une duplication 

récente dans le génome d’Arabidopsis thaliana (des expériences de PCR sur ADNg indiquent 

que cette duplication existe chez les écotypes Columbia, Landsberg erecta et WS ; non 

montré), et que FIB3a a acquis un segment du promoteur d’un gène PRXQ annexe situé en 

amont sur le chromosome. 

1.5 CONCLUSIONS SUR LES GÈNES FIB 

La fibrilline est présente depuis les cyanobactéries jusqu’aux plantes supérieures, qu’elles 

soient mono ou dicotylédones. Nous proposons donc que cette famille de gènes provienne de 

l’évolution d’un gène ancestral certainement présent dans les cyanobactéries à l’origine des 

chloroplastes lors de l’endosymbiose. La multiplication de ce gène au cours de l’évolution a 

donné naissance à 3 gènes FIB chez les cyanobactéries et à la famille de 10 gènes que l’on 

retrouve dans les plantes : que ce soit chez une monocotylédone : le riz, ou chez une 

dicotylédone : la tomate. Pourtant, lors des premières caractérisations des protéines de type 

fibrilline chez le poivron et la pomme de terre, des expériences de Southern blot indiquaient 

qu’il n’y avait qu’un seul gène de ce type chez ces plantes (Pozueta-Romero et al. 1997, 

Monte et al. 1999). Plus tard, trois gènes ont été découverts chez Brassica rapa (Kim et al. 

2001), mais cela reste éloigné des 10 gènes que nous recensons ici chez les plantes 

supérieures. Chez les Brassica, on trouve 3 gènes supplémentaires qui sont issus de 
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duplications récentes dans le génome. Chez les algues, on a pu trouver dans les banques 

d’EST (chez Chlamydomonas) au moins huit membres apparentés à la famille fibrilline. Il se 

peut donc que l’apparition des deux fibrillines supplémentaires chez les plantes soit survenue 

au cours de l’évolution, après la séparation algues/plantes supérieures. Lors de cette recherche 

préliminaire, nous n’avons pas pu trouver plus de candidats dans le génome de 

Chlamydomonas, mais une étude plus poussée pourra éclaircir la question. 

Il semble donc que l’évolution tende à faire augmenter le nombre de gènes codant des 

protéines de type fibrillines, peut-être en relation avec une augmentation de la complexité des 

régulations qui se déroulent chez une plante telle que la tomate ou le riz par rapport à l’algue 

ou à la cyanobactérie. Chez les cyanobactéries, l’évolution est même allée en sens inverse 

puisqu’il semble que le gène de la famille 3 des fibrillines de cyanobactérie ait disparu chez 

les organismes adaptés aux faibles conditions de lumière. Une telle multiplicité de gènes 

suggère en effet que chaque protéine tend vers une spécialisation de fonction, d’expression ou 

de localisation. Or il est intéressant de noter que sur les 13 membres présents chez 

Arabidopsis thaliana, pratiquement toutes les protéines correspondantes sont localisées dans 

le plaste, et plus particulièrement dans les membranes thylacoïdiennes du chloroplaste. Seuls 

FIB5, 8 et 9 n’ont, à l’heure actuelle, aucune preuve expérimentale de leur localisation dans le 

plaste. Cependant on ne les retrouve pas non plus dans le protéome mitochondrial. On peut 

donc penser que la fibrilline pourrait être impliquée dès son origine dans la réponse à des 

variations d’exposition à la lumière et que chez les plantes supérieures, l’évolution a 

« recruté » cette protéine pour répondre à d’autres facteurs. Toutes les protéines caractérisées 

chez les plantes jusqu’à maintenant appartiennent à la sous-famille 1,2 qui présente la 

particularité de posséder un motif protéique DEWG dont on ne connaît pas la fonction à ce 

jour. Ce motif est absent de la protéine codée par le gène FIB1b des crucifères (Arabidopsis 

thaliana et Brassica rapa) et une étude des différences entre les gènes ou de versions 

mutantes de ces protéines dépourvues du motif pourrait permettre de découvrir l’implication 

de ce motif. 
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2 EXPRESSION DES GÈNES FIBRILLINE ET DE LEUR 

PROTÉINE

2.1 PROFIL D’EXPRESSION DES GÈNES FIBRILLINE CHEZ 

ARABIDOPSIS THALIANA 

Afin d’avoir une vision d’ensemble du profil d’expression des gènes de la famille 

multigénique FIB dans les différents organes d’Arabidopsis thaliana, nous avons compilé les 

analyses d’expression par puces à ADN disponibles (Figure 17), (Zimmermann et al. 2004). 

Figure 17 : Niveaux d'expression des gènes fibrilline d'Arabidopsis thaliana dans les 
différents organes de la plante. 
Les données sont issues de l’analyse des résultats de puces à ADN obtenues sur le site 
www.genevestigator.ethz.ch. Nombre de puces utilisées : FS : 3, FM : 237, T : 19, Fl : 74, Sl : 17, R : 
208. Aucune donnée n’est disponible pour les gènes AtFIB1b et AtFIB3b. FS : Feuilles Sénescentes ; 
FM : Feuilles Matures ; T : Tiges ; Fl : Fleurs ; Sl : Siliques ; R : Racines. 

Les différences d’expression nous permettront peut-être de distinguer d’éventuelles 

spécialisations des membres de la famille multigénique. Tous les membres sont représentés à 

l’exception de FIB1b et FIB3b. La première observation est que l’on peut distinguer deux 

groupes de fibrillines selon leur niveau général d’expression dans les différents organes. Un 

premier groupe comporte les gènes FIB 1a, 2, 3a, 4 et 6 qui montre une expression d’un 

niveau relativement élevé avec des valeurs comprises entre 4000 et 12000 ua. Pour repère, on 
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peut noter que le gène très fortement exprimé de la petite sous unité 1A (At1g67090) de la 

rubisco montre un niveau d’expression de 50 000 et le gène RPOX (At5g15700) d’une 

polymérase plastidiale faiblement exprimée présente un niveau d’expression de l’ordre de 

500. Le deuxième groupe présentant une expression plus faible (en moyenne 5 à 10 fois 

inférieure avec un maximum proche des 2000) est composée des gènes FIB 5, 7a, 7b, 8, 9 et 

10. Pour l’ensemble de la famille multigénique, il semble que l’expression soit en général 

moins importante dans les racines avec une valeur maximum de 2000 pour FIB3a. Les autres 

organes montrent des niveaux d’expression relativement équivalents par rapport aux groupes 

de niveaux d’expression forts ou faibles que nous venons de décrire. Cependant suivant le 

gène, une expression prépondérante dans un ou deux organes est observée. Dans pratiquement 

tous les cas, si un organe présente une expression préférentielle d’un des gènes FIB, il s’agit 

d’une grande quantité de transcrits dans les feuilles matures ou sénescentes. C’est le cas pour 

les gènes FIB 1a, 3a, 4, 6, 8, 10. Dans d’autres cas, on retrouve une bonne induction des 

gènes dans les fleurs (FIB1a) ou les siliques (FIB3a). Pour les gènes FIB 2, 7a et 7b, le profil 

d’expression est relativement constitutif. 

Afin d’obtenir des données sur l’expression du gène FIB1b dans les différents organes 

d’Arabidopsis thaliana (racines, feuilles, boutons floraux, fleurs, tiges et siliques), des 

expériences de northern blot ont été réalisées à l’aide de sondes spécifiques choisies dans la 

région 3’ non traduite (3’UTR), (Figure 18). L’accumulation des transcrits la plus faible a été 

observée dans les siliques et les racines. Dans les racines, le signal est probablement sous-

estimé de par la faible quantité d’ARN déposée sur le gel. L’expression la plus importante est 

retrouvée pendant le développement de la fleur pour FIB1a et FIB1b (par rapport aux feuilles) 

alors que l’on constate l’inverse pour FIB2. On peut remarquer également une différence 

d’expression entre FIB1a et FIB1b au niveau des tiges, qui semble donner une certaine 

spécificité d’expression de FIB1b dans les organes floraux. Les transcrits du gène FIB1b 

s’accumulent aussi dans les feuilles sénescentes par rapport aux feuilles matures (le signal est 

là encore sous-estimé de par la faible quantité d’ADN déposée sur le gel). 

Si l’on compare maintenant les résultats obtenus par northern blot et par puces à ADN, on 

remarque qu’ils sont concordants, sauf dans les tiges où le northern blot montre une 

expression plus importante par rapport aux autres organes. De manière générale, les 

différences de niveau d’expression semblent moins importantes au vu des résultats obtenus 

par puces à ADN par rapport au northern blot. Pour ce qui est du gène FIB2, on retrouve 

encore le même schéma d’expression avec un profil relativement constitutif, mais avec des 
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Figure 19 : Profil d'expression des gènes fibrilline 1-2 dans les feuilles 
d'Arabidopsis thaliana en conditions de stress par northern blot.
Des feuilles excisées sont soumises aux différents types de stress pendant une durée variable 
de 4, 8, 12 ou 24 heures. Pour le contrôle, les feuilles sont mises à flotter sur de l’eau. Pour 
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les feuilles sont mises à flotter sur de l’eau à 4°C, et pour le stress blessure les feuilles sont 
lacérées et mises à flotter sur de l’eau. Le gel d'ARN coloré au Br. Et. est visualisé sous UV 
pour le contrôle de charge. La sonde utilisée pour l'hybridation est indiquée.
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différences notables entre les niveaux d’expression comparés pour les deux techniques. FIB2 

semblait, en effet, montrer une expression plus marquée dans les feuilles sénescentes et les 

fleurs avec la technique de northern blot. Or l’analyse par puces à ADN ne montre qu’une 

faiblement augmentation de l’abondance dans ces deux organes par rapport aux autres parties 

de la plante. Il faut peut être attribuer ces variations à la technique ou aux différences 

éventuelles de conditions de cultures.  

Tableau 4 : Analyse de la variation d’expression de gènes FIB en conditions de stress 
par puce à ADN. 
Les données d'expression par puce à ADN statistiquement significatives issues de 
http://rarge.gsc.riken.go.jp/microarray/microarray_data.pl ont été compilées. Aucune donnée n'est 
disponible pour FIB 3b, 5, 7b et 10. +, induction (x2,8 au minimum) ; -, répression (x2,8 au 
minimum) ; =, pas de variation supérieure à un facteur 2 en comparaison des contrôles (non stressés). 
?, donnée non valide. Les nombres entre parenthèses quantifient la variation d'expression. 

La plupart des gènes codant des protéines de type fibrilline montrent une régulation 

environnementale (Introduction § 4.1.2, Gillet et al. 1998, Pozueta-Romero et al. 1997). C’est 

pourquoi nous avons examiné les données d’expression par puce à ADN des gènes codant les 

fibrillines d’Arabidopsis thaliana dans des conditions de stress salin, déficit hydrique et 

d’exposition à la lumière après une période d’obscurité (http://rarge.gsc.riken.jp/). Les profils 

d’expression des différents gènes nous permettront de dégager d’éventuelles spécialisations 

(Tableau 4). Aucune donnée n’est disponible pour FIB 3b, 5, 7b, 8 et 10. Le Tableau 4 

indique que FIB1a et FIB1b sont induits pour trois des quatre stress appliqués tandis que FIB9 

montre seulement une légère induction par le froid. FIB2 et FIB7a semblent avoir une 

expression inchangée pendant le stress tandis que FIB3a, 4 et 6 montrent une légère 

répression de leur expression suite à un stress. Les gènes de la famille 1 semblant être plus 

particulièrement induits lors de stress, nous avons effectué par northern blot une analyse 

cinétique plus fine lors de 3 types de stress (déshydratation, froid et blessure) sur des feuilles 

excisées d’Arabidopsis thaliana (Figure 19). Les résultats montrent qu’un stress basse 

température appliqué aux feuilles mène à une répression de l’expression de FIB2 et à une 

induction de l’expression de FIB1a entre 12 et 24 heures après le stress. FIB 1a et 1b sont 

Gène Froid Déshydratation Sel Lumière
FIB1a + (x2,4) ? + (x3) + (x8)
FIB1b = + (x4) + (x4) + (x3)
FIB2 = = = ?
FIB3a = - (x2,5) = =
FIB4 = - (x2,2) - (x2,5) =
FIB6 = = - (x2) - (x2,5)
FIB7a = = = ?
FIB9 + (x2,3) = = ?

http://rarge.gsc.riken.go.jp/microarray/microarray_data.pl
http://rarge.gsc.riken.jp/
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Figure 20 : Profil d'expression des gènes fibrillines 1-2 dans les feuilles 
d'Arabidopsis thaliana en conditions de stress par northern blot (cinétique 
courte).
Des feuilles excisées sont soumises aux différents types de stress pendant une durée 
variable de 4, 8, 12 ou 24 heures. Pour le contrôle, les feuilles sont mises à flotter sur de 
l’eau. Pour le stress déshydratation, les feuilles sont placées sur boite de Pétri sèche, en 
condition de stress froid les feuilles sont mises à flotter sur de l’eau à 4°C, et pour le stress 
blessure les feuilles sont lacérées et mises à flotter sur de l’eau. Le gel d'ARN coloré au Br. 
Et. est visualisé sous UV pour le contrôle de charge. La sonde utilisée pour l'hybridation est 
indiquée.
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Figure 21 : Profil d'expression de fibrillines dans les feuilles d'Arabidopsis thaliana
en conditions de stress par RT-PCR.
Des feuilles excisées sont soumises aux différents types de stress pendant une durée 
variable de 4, 8, 12 ou 24 heures. Pour le contrôle, les feuilles sont mises à flotter sur de 
l’eau. Pour le stress déshydratation, les feuilles sont placées sur boite de Pétri sèche, en 
condition de stress froid les feuilles sont mises à flotter sur de l’eau à 4°C, et pour le 
stress blessure les feuilles sont lacérées et mises à flotter sur de l’eau. Le gène APT est 
utilisé comme contrôle.
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induits par la déshydratation avec un maximum à 4 heures, alors que FIB2 ne semble pas 

affecté. Un stress blessure, connu pour induire l’orthologue de C. annuum (Chen et al. 1998), 

ne semble avoir qu’un faible effet sur l’expression des gènes FIB 1a, 1b, 2 d’Arabidopsis 

thaliana. Notons au passage que l’induction de l’expression des gènes RD29A et RD29B 

(connus pour être induit lors d’un stress de déshydratation, ou par un stress basse température 

pour RD29A (Yamaguchi-Shinozaki et Shinozaki 1993)) suit le même profil d’expression que 

celui des gènes FIB1a ou FIB1b. Une cinétique plus courte a été effectuée pour des stress de 

déshydratation et nous avons ajouté un stress salin pour les mêmes types d’échantillons 

(Figure 20). On retrouve ici l’induction de FIB 1a et 1b lors d’une déshydratation, et on peut 

voir également qu’en condition de stress salin, ces deux gènes sont également induits 

contrairement à FIB2 dont l’accumulation des transcrits ne semble pas affectée. 

Ces analyses d’expression ont également été réalisées par RT-PCR semi quantitative (Figure 

21) en ajoutant l’étude des deux gènes FIB3a et FIB3b. Un contrôle de charge, représenté par 

l’expression du gène APT (adénosine phosphotransférase), (Cowling et al. 1998), est 

visualisable dans chaque cas par la bande amplifiée de faible masse moléculaire. Nous avons 

pu, dans ce cas, analyser également l’expression des gènes FIB 3a et 3b. Pour FIB3b, nous 

n’avons pas amplifié le contrôle car les amplicons auraient été de même taille et nous avons 

dû effectuer 5 cycles PCR de plus avec deux fois plus de matrice ADNc que pour les autres 

gènes afin d’obtenir un signal. On retrouve par cette technique un profil d’expression du gène 

FIB2 relativement constitutif. Pour FIB 1a et 1b, l’induction par la déshydratation, le sel ou la 

blessure est aussi visible, de même qu’en condition de stress basse température pour FIB1a. 

L’accumulation des transcrits de FIB3a se rapproche d’un profil de type constitutif comme 

observé pour FIB2 alors que pour FIB3b, on retrouve une légère induction pour toutes les 

conditions de stress utilisées ici sauf pour l’obscurité. On peut noter d’ailleurs qu’à 

l’obscurité, tous les gènes analysés ici présentent une diminution de leur expression. 

Pour conclure, les gènes FIB d’Arabidopsis thaliana sont relativement spécifiques d’un ou 

deux organes (fleurs et/ou feuilles), mais ils sont exprimés aussi dans les autres organes, 

excepté dans les racines qui présentent le niveau d’expression le plus faible pour tous les 

gènes FIB. Dans le cas des différents types de stress appliqués, on retrouve également des 

spécificités d’expression de chacun des gènes FIB. Ces résultats indiquent une spécialisation 

d’expression, et peut être de fonction, des différents membres de la famille de gènes FIB 

d’Arabidopsis thaliana au sein de la plante. 
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2.2 ANALYSE DE L’ACCUMULATION DES PROTÉINES FIBRILLINES 

Les protéines de type fibrilline caractérisées dans les différentes plantes montre 

généralement une régulation transcriptionnelle (Gillet et al. 1998, Pozueta-Romero et al. 

1997, Vishnevetsky et al. 1996). Nous avons donc voulu étudier l’accumulation des protéines 

FIB puisque les transcrits des gènes FIB 1a et 1b sont exprimés dans les fleurs et/ ou les 

feuilles, ou en conditions de stress dans les feuilles d’Arabidopsis thaliana (Figures 18 et 19). 

Nous avons focalisé notre étude sur les fibrillines de type 1, qui sont les plus proches de la 

fibrilline de poivron et qui montrent une forte expression dans les feuilles en conditions de 

stress. Nous avons également étudié la sous-famille FIB3a,3b. 

2.2.1 Protéines recombinantes et test des anticorps 

Des anticorps spécifiques des deux fibrillines d’Arabidopsis thaliana : FIB1b et FIB3b ont 

été produits (Matériel et Méthodes § 7) respectivement, contre la protéine FIB1b tronquée de 

sa partie N-terminale, et 2 peptides de la protéine FIB3b. Afin de tester l’efficacité de ces 

anticorps, nous avons cloné les ADNc des gènes FIB 1a, 1b, 2, 3a, 3b en ajoutant une 

étiquette de 6 histidines (His-Tag) en position C-terminale des protéines, ce qui nous a permis 

de purifier facilement les protéines recombinantes exprimées chez Escherichia coli et de les 

détecter grâce à un anticorps anti His-Tag. Nous avons ensuite testé les anticorps sur des 

extraits bactériens des souches exprimant les différentes fibrillines. Les anticorps ont été 

purifiés contre leur protéine respective FIB1b et FIB3b car les tests sur extraits végétaux 

faisaient apparaître de multiples bandes qui ne permettaient pas l’interprétation du signal (non 

montré).  

Les résultats de la détection des protéines FIB recombinantes par ces anticorps purifiés sont 

résumés dans la figure 22. Tout d’abord, sur le gel coloré au bleu de Coomassie, on peut 

observer l’accumulation des protéines FIB dans les fractions bactériennes. Comme l’indique 

le western blot utilisant l’anticorps anti His-Tag, pour chacune des 5 fibrillines, on ne détecte 

qu’une seule bande (sauf pour FIB3b) dont la taille correspond à celle attendue. La bande 

supplémentaire de FIB3b, plus petite, peut être le résultat d’une dégradation ou d’une 

initiation de la traduction de FIB3b à partir d’une méthionine en aval de celle du MSH (§ 1.4). 

En effet l’ADNc utilisé pour la surproduction de la protéine chez E. coli est la forme longue 

que nous avons pu isoler (commençant au MSF…), ce qui explique aussi la différence de 

taille entre les protéines FIB3a et FIB3b sur ce western blot. 
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Dans le cas du western blot utilisant l’anticorps anti FIB1b, on peut voir que seule la bande 

correspondant à FIB1b est détectée alors qu’aucune autre fibrilline n’est reconnue par cet 

anticorps. L’anticorps purifié est donc très spécifique de la protéine FIB1b, ce qui n’était pas 

le cas du sérum non purifié qui lui permettait dans les même conditions de détecter les 3 

protéines FIB1a, 1b et 2 (non montré), appartenant à la même sous-famille et donc 

relativement proches. 

L’anticorps anti FIB3b reconnaît non seulement la protéine FIB3b mais aussi la protéine 

FIB3a, mais avec une affinité plus faible. Les protéines FIB1a et FIB1b ne sont pas détectées 

par cet anticorps. 

Nous disposons donc ici de deux anticorps fonctionnels, d’une part un anticorps spécifique 

de la protéine FIB1b et, d’autre part, un anticorps anti FIB3b qui reconnaît les fibrillines 

FIB3a et FIB3b. Ces deux anticorps vont nous permettre d’étudier les protéines FIB1b, et 

FIB3a et FIB3b chez Arabidopsis thaliana. 

2.2.2 Accumulation des protéines FIB1b et FIB3a,b chez Arabidopsis thaliana 

A l’aide des deux anticorps purifiés, nous avons testé la présence des polypeptides FIB sur 

des extraits de plantes correspondant aux différents organes d’Arabidopsis thaliana. La figure 

23A présente les résultats obtenus avec l’anticorps anti FIB1b. On peut donc détecter un fort 

signal correspondant à FIB1b dans les feuilles sénescentes et les fleurs, plus faiblement dans 

les feuilles matures et les boutons floraux. On distingue une très faible bande dans les tiges et 

les siliques, et rien n’apparaît dans les racines. Ce profil correspond bien à celui de 

l’accumulation des ARNm de FIB1b (Figure 18), excepté pour les boutons floraux où le 

northern blot présupposait que l’on aurait une plus forte accumulation du peptide FIB1b dans 

cet organe. 

Nous avons également testé la présence des protéines FIB3b sur ces mêmes fractions des 

organes d’Arabidopsis thaliana à l’aide de l’anticorps anti FIB3b. Cependant, on ne détecte 

qu’un signal très faible quelque soit l’organe testé (Figure 23B). Ceci peut s’expliquer par le 

fait que FIB3b n’est pas très exprimé dans les conditions de cultures standard. Les 

expériences de RT-PCR indiquent d’ailleurs que le niveau d’expression de ce gène est faible. 

On peut tout de même voir une accumulation dans les feuilles sénescentes. Cependant il est 

difficile d’attribuer le signal observé à FIB3b car l’anticorps reconnaît aussi FIB3a mais avec 

une affinité plus faible. 



Figure 25 : Accumulation de la protéine 
FIB1b dans les feuilles d’Arabidopsis
thaliana en conditions de déficit nutritif 
(Coomassie et western blot).
La révélation est effectuée avec l’anticorps anti
AtFib1b purifié. La position des marqueurs de taille 
est indiquée.
Ctrl : condition contrôle (une plante par pot).
Fv : feuilles vertes (plusieurs plantes par  pot).
Fj : feuilles jaunes (plusieurs plantes par  pot).
+ : une plante  dans un pot arrosée avec engrais.
- : une plante dans un pot arrosée sans engrais.
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Figure 24 : Accumulation de la protéine 
FIB1b dans des feuilles excisées d'Arabidopsis
thaliana en conditions de stress.
La révélation est effectuée avec l'anticorps anti
AtFIB1b purifié. La position des marqueurs de taille 
est indiquée. Les feuilles excisées sont placées en 
boite de Pétri :
1 : 4h sur de l'eau (contrôle).
2 : 4h de déshydratation.
3 : 4h de déshydratation + 1 jour sur de l'eau.
4 : 4h de déshydratation + 2 jours sur de l'eau.
5 : 4h sur de l'eau + 2 jours sur de l'eau (contrôle).
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Nous avons ensuite voulu déterminer si les protéines FIB s’accumulaient en condition de 

stress comme c’est le cas pour leurs ARNm. Nous avons donc testé un stress de 

déshydratation et un stress salin qui menaient tous deux à une réponse maximale dans les 

expériences de northern blot pour FIB1b. Aucun des deux stress ne conduit à une 

accumulation massive de la protéine FIB1b. Comme l’indique la figure 24, la protéine est 

présente en moins grande quantité que dans le contrôle (lignes 4 et 5). Ceci même après une 

récupération post-stress qui aurait pu être nécessaire à la reprise de la synthèse protéique. Ceci 

peut s’expliquer par le fait que la fibrilline est sollicitée en cas de stress et que cela conduit à 

sa dégradation, diminuant ainsi le pool de protéines dont le renouvellement plus important est 

conforté par l’accumulation des transcrits de ce gène. Une autre explication est que nous 

sommes en présence d’une régulation post-transcriptionnelle de ce gène. 

La présence de fortes quantités de transcrits de la fibrilline dans les feuilles sénescentes 

(Figure 18) nous a suggéré de tester la présence de la protéine dans des extraits de feuilles 

jaunes de plantes semées en grand nombre dans un pot. La protéine FIB1b s’accumule dans 

les feuilles jaunes comparativement aux feuilles vertes dans les plantes semées en forte 

densité (Figure 25). Étant donné qu’un tel jaunissement des feuilles en conditions de culture 

en forte densité peut provenir d’une carence nutritive, nous avons semé une plante par pot que 

nous avons arrosée avec ou sans engrais. On observe alors le même type d’induction de 

l’accumulation de la protéine FIB1b dans les feuilles vertes des plantes qui n’ont pas profité 

d’un apport d’engrais, que dans les feuilles jaunes des semis en forte densité (Figure 25). Il 

semble donc que le gène de la fibrilline réponde à un déficit nutritif chez les plantes. A notre 

connaissance, c’est la première fois que l’expression d’un gène fibrilline est mise en relation 

avec une carence nutritive. La fibrilline a jusqu’à maintenant surtout été caractérisée dans des 

conditions de stress. 

2.3 CONCLUSIONS SUR L’EXPRESSION DES GÈNES FIB ET DE LEURS 

PROTÉINES 

Les données d’expression par puces à ADN nous montrent deux groupes de niveau 

d’expression, l’un comportant des gènes FIB 5, 7a, 7b, 8, 9 et 10 avec des expression faibles, 

l’autre est composé des gènes FIB 1a, 1b, 2, 3a, 4 et 6 qui montrent des niveaux d’expression 

relativement élevés. Nous avons pu voir que, principalement dans ce dernier groupe, les gènes 

FIB présentaient une spécificité d’expression dans certains organes comme les feuilles 

matures et sénescentes (FIB 1a, 3a, 4, 6), les fleurs (FIB1a), ou encore les siliques (FIB3a). 
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Nous avons pu confirmer une telle accumulation prépondérante des transcrits dans les fleurs 

et les feuilles sénescentes par nos expériences de northern blot effectuées sur FIB 1a, 1b et 2. 

Les trois gènes FIB 1a, 1b et 2 sont respectivement les homologues des gènes PAP1, PAP2 

et PAP3 de Brassica rapa (Kim et al. 2001). On retrouve entre ces deux Brassicaceae les 

mêmes profils d’expression de leurs homologues puisque FIB1a et PAP1 sont exprimés tous 

deux dans les feuilles et les fleurs. FIB1b et PAP2 ont tous deux une expression préférentielle 

dans les fleurs (par rapport aux feuilles) et FIB2 et PAP3 semblent montrer une expression 

relativement constitutive. La régulation des homologues respectifs des gènes FIB chez ces 

deux plantes est donc fortement conservée, même pour FIB1b et PAP2, en dépit de la 

coloration présente dans les pétale de Brassica rapa et absente de ceux d’Arabidopsis 

thaliana. Il est intéressant de noter que des gènes FIB d’autres plantes s’expriment dans les 

fleurs comme chez Cucumis sativus (Smirra et al. 1993) pour la protéine CHRC. Or, chez 

cette plante, comme chez Brassica rapa, les fleurs présentent des pétales colorés qui 

accumulent des caroténoïdes. Dans le cas d’Arabidopsis thaliana dont les pétales sont blancs, 

on peut donc se demander quelle est la signification biologique d’une telle induction des 

gènes fibrilline et en particulier de FIB1b. 

L’induction des gènes fibrilline est aussi liée à des conditions menant à un stress de type 

oxydant dans les feuilles (Manac'h et Kuntz 1999). Les données d’expression par microarray 

dans de telles conditions montrent que les différents gènes FIB d’Arabidopsis thaliana ne 

réagissent pas de la même manière aux conditions appliquées aux plantes. En effet, tandis que 

FIB1a et FIB1b sont induits par plusieurs stress, FIB9 n’est légèrement induit que par le froid 

et FIB2 et FIB7a ne semblent pas affectés. Une légère répression est observée pour FIB3a, 

FIB 4 et FIB6. On peut alors supposer que ces différences reflètent des spécialisations 

fonctionnelles issues de cette multiplicité des gènes FIB. 

Nous avons pu montrer aussi bien par northern blot que par RT-PCR que chez Arabidopsis 

thaliana, le gène FIB1a est induit dans toutes les conditions de stress que nous avons 

utilisées. FIB1b est quant à lui sensible uniquement aux conditions de déshydratation et de 

sel, et enfin FIB2 est, lui, peu ou pas affecté par les changements de conditions que nous 

avons pu tester. Ceci indique que les mécanismes de régulation de l’expression des gènes 

fibrilline seraient bien conservés chez les végétaux puisque ce type d’inductions a été 

précédemment observé chez d’autres plantes (Chen et al. 1998, Gillet et al. 1998)). 

Cependant, les homologues PAP 1, 2 et 3 de ces trois gènes chez Brassica rapa ne montrent 

pas une telle induction (Kim et al. 2001). En effet, les stress déshydratation et ozone 
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appliqués n’induisent pas les gènes PAP, seuls le stress blessure et l’augmentation lumineuse 

montrent une induction. Or, nous avons observé par northern blot en conditions de stress, que 

les transcrits du gène AtFIB1b sont visibles pour 4 et 8 heures de stress et disparaissent au-

delà de ce temps. Cette induction transitoire pourrait expliquer les résultats contradictoires sur 

l’accumulation des transcrits suite à un déficit hydrique, obtenus par Kim et al. (2001) et 

Chen et al. (1998), ou Gillet et al. (1998) et Rey et al. (2000). La spécificité de la cinétique 

d’induction des gènes FIB chez une espèce et la durée des stress serait la cause de ces 

différences constatées. 

La quantité de protéine FIB1b dans les différents organes de la plante suit bien le profil 

d’expression que nous avons pu observer par northern blot. Il semble donc que la régulation 

tissu spécifique de FIB1b soit transcriptionnelle. Ceci a d’ailleurs été montré pour différents 

homologues de la fibrilline chez les autres plantes (Gillet et al. 1998, Vishnevetsky et al. 

1996). En revanche, l’accumulation de transcrits FIB1b que l’on observe en conditions de 

déshydratation n’est pas observable au niveau protéique, contrairement à ce qui avait été 

montré chez Solanum tuberosum (Gillet et al. 1998), ou chez le poivron (Chen et al. 1998), 

mais ce, pour des cultures et des modèles différents. Dans notre cas, on observe que, dans des 

conditions de stress hydrique où la protéine doit vraisemblablement jouer son rôle, la quantité 

de protéine n’augmente pas. Ceci peut s’expliquer par une augmentation de la dégradation de 

la protéine suite au stress et l’accumulation de transcrits observée permettrait de maintenir une 

quantité de protéine suffisante face à l’augmentation du renouvellement de cette protéine. 

Nous avons pu observer par des expériences d’immunodétection que la protéine FIB1b 

s’accumulait dans des feuilles qui jaunissent. Le phénotype de ces feuilles apparaissait lors de 

cultures dans des pots comportant des semis de plusieurs plantes, alors que les pots ne 

comportant qu’une seule plante, ne montraient pas ce phénotype ; ceci peut être à cause d’un 

épuisement plus rapide des nutriments dans le 1er cas. L’expérience que nous avons menée sur 

des plantes dont l’arrosage a été ou non complété par de l’engrais prouve que la protéine 

s’accumule en condition de carence nutritive. Or les feuilles de ces plantes « carencées » 

semblent entrer en sénescence plus rapidement car leurs feuilles jaunissent plus tôt. On peut 

alors se demander si l’accumulation de la protéine FIB1b dans ce cas, est imputable au déficit 

nutritif ou à des conditions de stress qui se mettent en place lors de la sénescence 

« favorisée » par la carence. Dans ce dernier cas, le déficit nutritif ne serait qu’une cause 

indirecte de cette réponse, qui jusqu’à présent, a été caractérisée comme conséquence de 

conditions de stress. 
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Malgré la faible efficacité de détection par notre anticorps, nous avons révélé la présence des 

protéines FIB 3a, 3b dans les feuilles sénescentes d’Arabidopsis thaliana. Nous ne pouvons 

pas distinguer la protéine FIB3a de son paralogue FIB3b car notre anticorps reconnaît les 

deux polypeptides. Cependant, lors de nos expériences de RT-PCR, il nous a fallu opérer plus 

de cycles d’amplification pour obtenir un signal pour FIB3b que pour FIB3a. Il semble donc 

que FIB3b soit exprimé plus faiblement que FIB3a, du moins dans les feuilles. 

Pour les différents stress envisagés, FIB3b semble induit et son profil d’expression est assez 

similaire à celui des FIB1a. FIB3a, lui, montre un profil d’expression relativement constitutif 

comparable à celui de FIB2 quelles que soient les conditions testées. Or d’après notre analyse 

de sa zone promotrice (§ 1.4), FIB3a présente une insertion d’un fragment du promoteur du 

gène PRXQ. On aurait pu penser que l’expression de FIB3a pourrait être soumise (en partie 

au moins) aux mêmes types de régulation qui s’opèrent pour le gène PRXQ. En effet, ce gène 

est impliqué dans la défense contre les ROS, qui induisent son expression (Horling et al. 

2003). Pourtant, l’expression du gène FIB3a ne semble pas influencée par les stress que nous 

avons appliqués, qui conduisent en partie à un stress oxydant produisant des ROS. Une étude 

de cette zone promotrice permettrait de déterminer si celle-ci influence la régulation de 

l’expression du gène FIB3a, peut être en répondant aux mêmes mécanismes de régulations 

survenant chez PRXQ. Il est intéressant de noter qu’une protéine plastidiale (thioredoxine 

CDSP32) caractérisée pour son induction au cours d’un stress de déshydratation chez la 

pomme de terre (Pruvot et al. 1996b, Rey et al. 1998, Broin et al. 2000) interagit avec PRXQ 

d’Arabidopsis thaliana (Rey et al. 2005). 
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Chapitre 3 

Fonction des fibrillines 
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3 TENTATIVE D’APPROCHE DE LA FONCTION DE LA 

FIBRILLINE 

Les fibrillines déjà caractérisées sont impliquées dans deux types de 

phénomènes (Introduction § 4.3) : la formation de structures macromoléculaires incluant des 

caroténoïdes dans les chromoplastes de poivron (Deruere et al. 1994b), mais aussi la réponse 

à différents stress au niveau des organes verts (Eymery et Rey 1999, Rey et al. 2000). 

Cependant, nous ne disposons pas de plus d’information quant à la fonction précise des 

protéines de cette famille chez Arabidopsis thaliana. 

Pour appréhender la fonction d’un gène, on peut utiliser la technique de génétique inverse 

qui se base sur l’analyse du phénotype de plantes mutantes dans le gène d’intérêt, c’est à dire 

des plantes qui n’expriment plus la protéine codée, ou alors une forme inactive de celle-ci. 

L’analyse du phénotype de l’individu permet alors de déterminer la fonction du gène inactivé. 

Deux techniques sont entre autres disponibles chez les plantes. On peut utiliser d’une part des 

lignées d’insertions d’ADN-T dans le gène d’intérêt, dont les individus ne peuvent plus 

exprimer la protéine codée par le gène (lignées KO pour un seul gène). D’autre part, on peut 

recourir à la technique de « l’ARN interférence », qui permet de diminuer par « silencing » 

l’expression d’un ou plusieurs gènes d’intérêt. 

3.1 PRODUCTION DE PLANTES ARNi POUR LES GÈNES FIB1A, 1B, 2 

3.1.1 La technique d’ « ARN interférence» 

Parmi les membres de la famille fibrilline que nous étudions ici, les plus proches du gène de 

la fibrilline de poivron, représentés par la sous-famille 1-2 des fibrillines d’Arabidopsis 

thaliana, sont très similaires entre eux, notamment FIB 1a et 1b (76% d’identité). Il est donc 

probable que l’inactivation de l’un des gènes soit compensée par les autres gènes de la sous-

famille 1-2. Nous avons donc opté pour l’ARN interférence qui permet l’inactivation partielle 

de gènes, mais qui a l’avantage de pouvoir jouer sur l’expression de plusieurs gènes en même 

temps. En effet, si il existe une redondance de fonction entre ces protéines, l’analyse de 

mutants KO dans lesquels un seul gène serait inactivé par insertion, pourrait être fastidieuse 

car les autres membres de la famille de ce gène peuvent compenser l’effet de la mutation. Il 

faudrait alors obtenir un individu double ou triple mutant pour espérer voir un phénotype. 

Ceci implique de nombreux croisements et la recherche d’homozygotes double/triple mutants. 
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Figure 26 : S chéma du mécanisme de « l’ARN interférence » (ARNi) d’après
Waterhouse et al. 2003.

 : Digestion de l ’ARN double brin par le complexe Dicer en petits ARNsi de 21 à
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D’autre part, si les gènes sont situés sur un même chromosome, il faut en plus qu’un 

événement de recombinaison ait lieu pour obtenir un double mutant. 

La technique de l’ARN interférence provient de l’utilisation d’un mécanisme naturel 

d’extinction de gènes, initialement connu sous le nom de PTGS (post-transcriptionnal gene 

silencing), qui serait un point clef dans la défense contre les virus (Waterhouse et al. 2001) ou 

un moyen de réguler l’expression de gènes (Hunter et Poethig 2003, Kidner et Martienssen 

2003). Ce phénomène passe par la formation d’ARN doubles brins (Waterhouse et al. 2001) 

qui sont ensuite digérés en petits fragments appelés ARNsi (small interfering RNA) de 21 à 

25 nucléotides grâce à l’enzyme « Dicer » (Figure 26). Ces petits ARN vont permettre la 

reconnaissance spécifique des ARNm endogènes auxquels ils sont complémentaires grâce à 

un complexe RISC (RNA Induced Silencing Complex) dont l’activité nucléase permettra la 

dégradation (Hannon 2002, Pickford et Cogoni 2003, Tijsterman et al. 2002). Ce mécanisme a 

été utilisé pour diminuer l’expression d’un gène d’intérêt par l’expression ectopique d’un 

ARN double brin lui correspondant (Waterhouse et Helliwell 2003). 

3.1.2 Production et analyse de plantes ARNi FIB1-2 

Nous avons choisi d’essayer d’inactiver les gènes FIB 1a, 1b et 2 à la fois, en introduisant 

une construction comprenant les ADNc des gènes FIB 1a et 2 contigus en répétition inversée 

et séparée par un intron (Figure 27). In vivo, l’épissage de l’intron conduira à la formation 

d’un ARN double brin comprenant les séquences des ADNc de FIB1a et FIB2. De part leur 

grande similarité de séquence et la présence de plusieurs séquences de 21pb identiques, les 

expressions de FIB1a et FIB1b devraient être toutes deux affectées par cette construction, 

ainsi que celle de FIB2 (Wesley et al. 2001).  

Figure 27 : Schéma de la construction génique ARNi introduite chez Arabidopsis 
thaliana. L'ARN double brin obtenu in vivo après épissage de l'intron est schématisé. 
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Figure 28 : Profil d'expression des fibrillines AtFIB1a, 1b et 2 dans des lignées 
ARNi FIB1-2 d'Arabidopsis thaliana.
Extraction des ARN totaux de feuilles. Le gel d'ARN coloré au Br.Et. est visualisé sous 
UV pour le contrôle de charge. La sonde utilisée pour l'hybridation est indiquée.
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Cette construction a été introduite chez Arabidopsis thaliana par « transformation stable », et 

nous avons analysé l’expression des gènes FIB 1a, 1b, et 2 dans 8 lignées transformées. La 

figure 28 montre les résultats obtenus. Le premier northern blot correspond à la détection des 

transcrits correspondants aux 2 gènes FIB 1a et 1b grâce à une sonde comportant la séquence 

ADNc de FIB1a. La similarité de séquence de ces deux gènes conduit à la détection des deux 

types d’ARNm en même temps par la sonde FIB1a parmi les ARN totaux issus des 

transformants primaires. Comme on peut le constater, les lignées 1, 2, 3, 7, 8 et 9 montrent 

une diminution de l’accumulation des transcrits des 2 gènes par rapport à la lignée sauvage 

(wt), ce qui n’est pas le cas des lignées 4 et 11. La lignée 4 montre d’ailleurs un doublet non 

expliqué. Nous avons suivi séparément l’expression des 3 gènes FIB 1a, 1b et 2 en utilisant 

des sondes spécifiques correspondants aux régions 3’UTR de FIB1a ou de FIB1b ou l’ADNc 

de FIB2 sur les ARN totaux de ces lignées. On remarque pour chacun de ces 3 gènes 

fibrilline, une forte diminution de l’accumulation de leurs transcrits respectifs, sauf pour les 

lignées 4 et 11 comme vu précédemment. Les lignées présentant les plus fortes extinctions 

d’expression étant les lignées 1 et 2. Les bandes supplémentaires que l’on observe dans la 

lignée 4 sont révélées lors de l’utilisation de sonde ADNc de FIB1a ou FIB2, mais pas avec 

les sondes 3’UTR de FIB1a ou FIB1b. Or, ces sondes ADNc peuvent reconnaître le 

transgène, les bandes supplémentaires correspondent donc probablement aux transcrits de 

celui-ci. 

Figure 28. Détection de la protéine 
FIB1b par western blot dans les 
feuilles de plantes sauvages et de 
lignées ARNi fib1-2 d'Arabidopsis.
La révélation est effectuée avec l'anticorps 
anti AtFIB1b purifié.
Cp : extrait chloroplastique de feuilles de 
plantes sauvages (wt). Une quantité 
équivalente de protéines a été chargée dans 
chaque puit.
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Figure 29 : Détection de la protéine FIB1b 
par western blot dans les feuilles de 
plantes sauvages et de lignées ARNi FIB1-
2 d'Arabidopsis thaliana. 
La révélation est effectuée avec l'anticorps anti 
AtFIB1b purifié. 
Une quantité équivalente de protéines a été 
chargée dans chaque puit. La position des 
marqueurs de taille est indiquée. 
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Figure 30 : Accumulation de la protéine FIB1b dans les différents organes des 
lignées ARNi FIB1-2 d'Arabidopsis thaliana (Coomassie et western blot).
La révélation est effectuée avec l'anticorps anti AtFIB1b purifié. La position des 
marqueurs de taille est indiquée.
FS : Feuilles Sénescentes ; FM : Feuilles Matures ; T : Tiges ; B : Boutons Floraux ; Fl : 
Fleurs ; Sl : Siliques ; R : Racines.
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Nous avons ensuite analysé la quantité de protéines FIB1b dans ces lignées ARNi, tout 

d’abord dans les transformants primaires correspondants. Par immunodétection avec 

l’anticorps anti FIB1b, nous n’observons aucun signal dans les lignées ARNi 1et 2, alors que 

la lignée 3 présente une faible quantité de la protéine, plus faible que dans la lignée sauvage 

(Figure 29). La quantité de protéine FIB1b a ensuite été analysée dans la descendance de ces 

lignées, obtenue par autofécondation. Les lignées ARNi 1c et 2d ont été caractérisées comme 

homozygotes pour la construction ARNi et sont, par conséquent, susceptibles de présenter un 

phénotype d’extinction de l’expression de gènes FIB important. La figure 30 présente les 

résultats obtenus par western blot en utilisant l’anticorps anti FIB1b dans les différents 

organes de ces plantes. Chez la plante sauvage, on retrouve le même profil que celui obtenu 

précédemment (à noter que cette fois les racines n’ont pas été incluses). Pour les lignées 

ARNi 1c et 2d, on peut remarquer que la quantité de FIB1b détectée est moins importante que 

dans le sauvage (par rapport à la quantité de protéines totales), ceci pour tous les organes. 

Cette diminution globale de la quantité de protéine concorde avec la baisse de la quantité de 

transcrits que nous avons observée, produite par l’interférence ARN. L’ensemble de ces 

résultats indique que nous n’avons pu obtenir dans ce cas précis qu’au mieux une forte 

diminution de la quantité de protéine présente dans les plantes, mais en aucun cas une 

disparition complète. 

Dans un premier temps, nous n’avons pas décelé de phénotype particulier chez ces plantes 

ARNi, quelles que soient les conditions dans lesquelles nous avons pu cultiver ces 

lignées. Des stress de type forte lumière ou déshydratation n’ont pas donné de différence 

notable. Nous supposons que la petite quantité de protéines qui persiste suffit au bon 

développement de la plante dans les conditions testées. D’autres individus de ces lignées ont 

été semés en serre (où la température a fluctué de 10 à 24°C) et dans ces conditions, nous 

avons vu apparaître une différence de croissance entre les lignées (Figure 31). En effet, alors 

que les lignées sauvages (wt) et ARNi 1c montrent des plantes de 4 semaines de taille 

comparable, les lignées ARNi 2d et 3g montrent des plantes accusant un léger retard de 

croissance par rapport aux lignées sauvages et ARNi 1c, caractérisée par une paire de feuilles 

en moins et une taille des feuilles réduite de moitié. Cette différence se maintient également à 

6 semaines lorsque les plantes sauvages et ARNi 1c ont déjà plusieurs fleurs matures, alors 

que la lignée ARNi 3g ne comporte que quelques jeunes inflorescences et que les 

inflorescences de la lignée 2d commencent à peine à se développer. La croissance des plantes 

de la lignée ARNi 2d, qui possède le niveau d’expression et la quantité de protéine FIB 1b les 

plus faibles, est visiblement la plus affectée. 
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Figure 31 : Phénotype de plants d'Arabidopsis thaliana de 3 lignées ARNi FIB1-
2 . Les plantes ont poussé à une température de 15°C.
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Nous savons que l’un des rôles de la fibrilline est lié au stockage des caroténoïdes dans les 

fleurs ou les fruits colorés et qu’elle semble liée aux membranes thylacoïdiennes qui 

contiennent également des caroténoïdes nécessaires à la photosynthèse. Nous avons donc 

étudié si les modifications de la quantité de protéine FIB1b dans les lignées ARNi que nous 

avons observées jusqu’ici ont des répercussions sur la quantité de pigments caroténoïdiens 

dans ces même lignées. Nous avons pour cela mesuré le contenu en pigment de feuilles 

matures par HPLC. Les résultats obtenus sont consignés dans l’histogramme de la Figure 32. 

Ils montrent une diminution du contenu en chlorophylles et en caroténoïdes dans les lignées 

ARNi par rapport à la lignée sauvage. Cette diminution est d’environ 30% pour la lignée 

ARNi 1c, de moins de 10% pour la lignée 2d et la lignée 3g ne montre pas de différence, voire 

une quantité légèrement accrue de chlorophylles et de caroténoïdes. Cependant, ces 

différences de contenu en pigments ne correspondent pas aux différences que l’on peut 

observer au niveau de l’expression des protéines FIB ou du phénotype. 

Figure 32 : Analyse par HPLC du contenu en pigments de feuilles d'Arabidopsis 
thaliana de lignées sauvages et ARNi FIB1-2. 
Néo : néoxanthine, Viola : violaxanthine, Lut : lutéine, Chl a : chlorophylle a, Chl b : chlorophylle b, 
β-car : β-carotène. Les résultats sont à la masse fraîche (MF). 
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3.1.3 Production et analyse de plantes ARNi FIB3a-b 

Afin d’étudier la fonction des protéines codées par la sous-famille 3a-3b, nous avons à 

nouveau utilisé l’approche ARNi pour diminuer l’expression de ces deux gènes. En effet, ces 

derniers étant l’un à la suite de l’autre sur le chromosome 3 d’Arabidopsis thaliana (Figure 

13), l’obtention d’une lignée double KO par croisements de lignées simple KO de chacun des 

deux gènes, nécessiterait un événement de recombinaison chromosomique entre ces deux 

gènes consécutif, ce qui est un événement très peu probable. 

Nous avons analysé l’accumulation des transcrits de ces deux gènes dans les six lignées 

ARNi. Les résultats des northern blot montrent qu’aucune des 6 lignées obtenues ne comporte 

de diminution de l’expression des gènes FIB 3a et 3b. Cette absence d’effet pourrait être due à 

une faible efficacité de la construction provoquée par un effet « de position » au niveau du site 

d’insertion dans nos 6 lignées. Une autre explication est que l’un des membres (ou les deux) 

de cette sous-famille est indispensable à la croissance des plantes et que par conséquent, 

seules les lignées présentant une suppression faible ou nulle de l’expression de ces gènes sont 

viables. Ce point reste à éclaircir. 

3.2 CONCLUSIONS SUR LA FONCTION DES FIBRILLINES 

Nous avons montré dans le paragraphe 1 qu’il existe une famille de gène FIB comportant 13 

membres formant 10 groupes. Pour tenter d’appréhender la fonction de cette famille de gènes, 

nous avons produit une lignée transgénique comportant une construction de type ARNi 

permettant de diminuer l’expression de la sous-famille FIB1-2 d’Arabidopsis thaliana. Les 

plantes qui en découlent montrent un défaut de croissance par rapport aux plantes sauvages et 

le phénotype est d’autant plus visible que la quantité de protéines est plus faible chez la lignée 

ARNi. Différentes études suggèrent deux rôles pour ce type de protéines : un premier qui est 

de former des structures permettant de stocker les caroténoïdes qui s’accumulent dans certains 

organes (Deruere et al. 1994b), un deuxième est lié à la nécessité de maintenir la stabilité des 

membranes, notamment dans les thylacoïdes lors de conditions de stress (Eymery et Rey 

1999, Rey et al. 2000). Si on analyse plus largement le rôle « biochimique » des fibrillines, 

ces deux fonctions se résument en un maintien de structures membranaires, 

lipidiques/hydrophobes dans un milieu aqueux cellulaire. Ceci recouvre la fonction de 

stockages des pigments caroténoïdiens hydrophobes, et celle de maintien de l’intégrité des 

membranes thylacoïdiennes lors de stress. On peut alors supposer que la fonction première de 

cette protéine lors de son apparition au cours de l’évolution est le maintien de l’intégrité des 
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membranes et que le stockage des caroténoïdes au sein d’ultrastructures stables a été favorisé 

par cette protéine ancestrale. 

Le rôle de la protéine fibrilline au niveau des membranes thylacoïdiennes dans la réponse à 

au stress permettrait d’expliquer le retard de croissance observé chez nos lignées transgénique 

ARNi. Une sensibilité aux stress plus importante, causée par la diminution de la quantité de 

protéines FIB1-2 disponible dans ces lignées, diminuerait l’efficacité du métabolisme. La 

conséquence de ceci serait le retard de croissance observé dans ces lignées, qui se manifeste 

également par une floraison plus tardive. C’est exactement le phénotype inverse de ce qui a 

été observé chez des plants de tabac transgéniques sur-exprimant la fibrilline de poivron 

constitutivement (Rey et al. 2000). La « fonction protectrice » de la fibrilline permettrait un 

meilleur développement de la plante en réponse aux conditions environnementales. 

Cependant, ce phénotype reste à confirmer et des études plus approfondies des ces lignées 

ARNi permettront de mieux cerner le rôle des protéines de type fibrilline, comme par 

exemple, l’analyse de l’efficacité de la photosynthèse. 
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4 RECHERCHE DE RÉGULATEURS DU PROMOTEUR DE LA 

FIBRILLINE PAR UNE APPROCHE GÉNÉTIQUE 

Le gène de la fibrilline de poivron a fait l’objet de nombreuses études qui montrent une 

induction lors de la différenciation des chromoplastes (Deruere et al. 1994b, Pozueta-Romero 

et al. 1997) ou de la réponse à un stress (Kuntz et al. 1998, Chen et al. 1998, Manac'h et 

Kuntz 1999). Ces études indiquent également que ce gène est généralement soumis à une 

régulation transcriptionnelle. Afin de mieux comprendre la régulation et l’implication du gène 

FIB dans la réponse au stress, nous avons donc développé une approche génétique de 

recherche de mutant de régulation du promoteur de la fibrilline de poivron. Cependant, le 

poivron n’étant pas adapté à une approche génétique, nous avons choisi d’utiliser Arabidopsis 

thaliana comme plante modèle. Des essais de biolistique ont montré que le promoteur de la 

fibrilline de poivron peut être induit chez d’autres plantes comme la tomate ou Arabidopsis 

thaliana (Figure 33, Langenkamper et al. 2001). Les mécanismes de réponse au stress du 

promoteur de la fibrilline sont donc relativement bien conservés au sein des plantes, ce qui 

suggère que nous puissions utiliser ce promoteur chez d’autres plantes pour la recherche de 

ses régulateurs. 

Figure 33 : Induction du promoteur pFIB de poivron contrôlant l'expression du gène 
rapporteur GUS, visualisée par coloration histochimique de feuilles de différentes 
plantes lors de transformations par biolistique (G. Langenkämper et al. 2001). 
A : Feuille de poivron, B : Feuille de pomme de terre, C : Feuille de tomate, D : Feuille 
d'Arabidopsis thaliana. 

4.1 PRINCIPE DE L’APPROCHE 

Le principe est d’obtenir une construction génique comportant un gène rapporteur dont 

l’expression est contrôlée par le promoteur d’intérêt, en l’occurrence celui du gène FIB de 
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poivron et de l’introduire chez Arabidopsis thaliana. Une population de plantes transgéniques 

est ensuite produite, mutagenisée et criblée. Le but est de trouver des mutants dont l’activité 

du gène rapporteur dirigée par le promoteur de la fibrilline de poivron est altérée, en vue de 

caractériser le(s) gène(s) impliqué(s) dans la régulation de ce promoteur (Figure 34). 

Nous avons choisi d’utiliser une construction double : elle comprend deux copies du 

promoteur de la fibrilline de poivron, chacune contrôlant l’expression d’un gène rapporteur, à 

savoir le gène de la luciférase (LUC) et le gène de la glucuronidase (GUS), (Figure 35). 

L’intérêt de cette double construction est de permettre d’observer facilement l’induction du 

promoteur de la fibrilline (et ce même in vivo grâce à l’utilisation de la luciférase), mais aussi 

et surtout, de pouvoir discriminer les mutations d’intérêt qui toucheront un régulateur du 

promoteur de la fibrilline, des mutations non informatives qui auront touché le gène 

rapporteur observé, ou le promoteur de la fibrilline de poivron que nous avons introduit. 

Autrement dit, seule une mutation affectant un régulateur du promoteur de la fibrilline 

modifiera l’expression des deux gènes rapporteurs en même temps. Le vecteur binaire 

contenant cette construction génique a été utilisé pour transformer Arabidopsis thaliana. Pour 

une étude de ce type, le modèle Arabidopsis thaliana regroupe tous les avantages requis 

(Baudouin et Nam-Hai 1996) : la facilité de culture, les données génomiques et un cycle de 

vie court. 

Figure 35 : Schéma de la construction génique introduite chez Arabidopsis thaliana. 
La construction est composée de deux promoteurs de la fibrilline de Poivron, contrôlant chacun 
l’expression d’un gène rapporteur : la luciférase ou la glucuronidase. Cette construction comprend 
les terminateurs Nos de la nopaline synthase pour chacun des gènes présents. Le marqueur de 
sélection est le gène NPTII qui code l’enzyme néomycine phosphotransférase qui confère à la plante 
transformée la capacité de pousser sur un milieu contenant l’antibiotique kanamycine 

4.2 ÉTUDE DES LIGNÉES TRANSGÉNIQUES 

Le transfert génique de la construction chez Arabidopsis thaliana écotype Columbia a été 

effectué par transformation classique par « trempage de fleurs » dans une suspension 
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Figure 36 : Activités glucuronidase et luciférase de plantules d’Arabidopsis thaliana de 
7 jours sauvages (wt) et de transformants indépendants pFIB::GUS pFIB::LUC (21A, 
45A, 26J, 22Q).
A : GUS : Coloration GUS histochimique.
B : LUC : Activité luciférase.
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d’Agrobacterium tumefaciens (Matériel et Méthodes § 3.1). Nous avons obtenu ainsi une 

quinzaine de transformants primaires après sélection des plantes sur kanamycine. Nous avons 

donc testé l’activité des gènes rapporteurs dans la descendance de ces lignées. Sur la figure 

36, on peut voir les activités glucuronidase, visualisées par coloration histochimique, et 

luciférase, pour des plantules de 15 jours de 4 transformants indépendants. Nous pouvons voir 

ici différents niveaux d’expression des deux gènes rapporteurs, avec des colorations bleues 

faibles pour les lignées 45A, voir nulles pour la lignée 21A et des colorations plus intenses 

pour les lignées 26J et 22Q. L’activité luciférase de chacune de ces lignées suit le profil 

d’intensité décrit pour la coloration histochimique. Ces différences de niveau d’activité des 

gènes rapporteurs sont attribuées aux effets de position de l’insertion du transgène dans le 

génome de la plante. 

Figure 37 : Essais quantitatifs d’activités glucuronidase et luciférase de lignées 
transgéniques indépendantes pFIB::GUS pFIB::LUC de plantules d'Arabidopsis 
thaliana de 15 jours. 
Les valeurs sont données en pourcentages de l'activité de la lignée 26J (LUC : 25.e106RLU/mg 
protéines, GUS : 3800 pmole 4Mu/min/mg protéine). 

Nous avons ensuite voulu caractériser plus précisément les activités des gènes rapporteurs 

dans ces lignées. Pour cela, nous avons effectué des essais glucuronidase et luciférase 

quantitatifs sur des extraits de plantes de 15 jours issues de 7 lignées indépendantes. La Figure 

37 présente les résultats obtenus. Les résultats sont exprimés en pourcentage de l’expression 

par rapport à l’activité observée dans la lignée 26J. On retrouve dans ce graphe un niveau 
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d’activité très faible pour les deux gènes rapporteurs dans la lignée 21A et légèrement plus 

élevé dans la lignée 45A, comme observé en coloration. Différents niveaux d’activité que ce 

soit pour le gène rapporteur GUS ou le gène LUC sont observés, reflétant l’effet de position 

de l’insertion des transgènes. Cependant, on remarquera que le rapport entre les activités LUC 

et GUS dans certaines lignées n’est pas du tout équivalent. Par exemple, les lignées 28E et 

26J ont une activité LUC du même ordre alors que leurs activités GUS respectives sont 

différentes d’un facteur 5. Ceci peut s’expliquer par l’action à distance d’éléments de type 

enhancer. Nous avions pourtant réalisé la construction double avec les promoteurs en position 

têtes bêches afin de maintenir ces deux promoteurs dans un environnement « génique » le plus 

similaire possible. 

Afin de faciliter le travail de criblage, il est important d’utiliser une lignée transgénique 

homozygote et comportant un seul locus d’insertion d’ADN-T. Nous avons donc testé la 

ségrégation de notre transgène dans la descendance des lignées transgéniques afin de 

déterminer si il y a eu un ou plusieurs évènements d’insertion. Pour cela, nous avons semé les 

graines issues d’une autofécondation sur milieu contenant le marqueur de sélection : la 

kanamycine. Si il y a eu insertion à un seul locus, nous devons obtenir une ségrégation de ¾ 

de plantules résistantes et ¼ de plantules sensibles à la kanamycine (Figure 38). A la 

génération suivante pour un individu hétérozygote, on doit retrouver deux types de 

ségrégation, soit 100% de plantes résistantes, soit une ségrégation de ¾-¼. Le Tableau 5 

regroupe les ségrégations de quelques lignées transgéniques. Ces résultats indiquent donc que 

les lignées 26J et 22Q ne présentent qu’une seule insertion. 

Tableau 5 : Ségrégation de lignées indépendantes transformées par pFIB::GUS 
pFIB::LUC et de leur descendance selon la résistance à la kanamycine. 
 

Transformant % plantules Transformant % plantules
primaire kana résistantes secondaire kana résistantes

21 73 21a
45 78 45a 100

autre 45 83
28 80 28e 100

autre 28 99
26 80 26j 100

autre 26 77
22 77 22q 100

autre 22 75
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D’après l’ensemble de ces résultats, nous avons choisi d’utiliser la lignée 26J pour la suite du 

projet. Il s’agit en effet d’une lignée montrant une activité moyenne pour chacun des gènes 

rapporteurs et qui ne comporte qu’une seule insertion de notre construction génique. Nous 

avons confirmé que la lignée 26J ne présentait qu’une seule insertion par Southern blot avec 

une sonde spécifique du gène de résistance à la kanamycine. La Figure 39 ne nous montre 

qu’une seule bande lors de la révélation, que ce soit par la digestion à l’aide de l’enzyme de 

restriction EcoRI qui coupe de chaque coté de la construction insérée, ou que ce soit avec 

l’enzyme KpnI qui ne digère qu’une seule fois dans la partie insérée. 

Figure 39 : Southern blot de la lignée transgénique 26J d'Arabidopsis thaliana. 
L'ADNg a été digéré soit par l'enzyme EcoRI, soit par l'enzyme KpnI. La détection du transgène se 
fait par l'utilisation d'une sonde correspondant à une partie du gène de résistance à la kanamycine 
NPTII. Les marqueurs de taille sont indiqués. 
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Figure 40 : Activité du promoteur pFIB de poivron visualisée par coloration histochimique 
issue de l’activité glucuronidase et par luminescence issue de l’activité luciférase chez le 
transformant 26J d’Arabidopsis thaliana dans les plantules et la plante adulte.
A : GUS : Coloration GUS histochimique.
B : LUC : Activité luciférase.
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Figure 41 : Activité du promoteur pFIB de poivron visualisée par 
coloration histochimique issue de l’activité glucuronidase et par 
luminescence issue de la luciférase  au cours du développement des 
fleurs de la lignée transgénique 26J d’Arabidopsis thaliana.
A : GUS : Coloration GUS histochimique.
B : LUC : Activité luciférase.
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Figure 42 : Activité du promoteur pFIB de poivron visualisée par coloration 
histochimique issue de l’activité glucuronidase et par luminescence issue de 
l’activité luciférase dans les différents organes des fleurs de la lignée 
transgénique 26J d’Arabidopsis thaliana.
A : GUS : Coloration GUS histochimique.
B : LUC : Activité luciférase.
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Nous avons donc étudié plus en détails l’expression des gènes rapporteurs de la lignée 26J. 

Nous avons ainsi analysé l’activité au cours du développement de la plantule et dans les 

différents organes de la plante adulte. Des photos représentatives sont exposées dans la figure 

40. On remarque une induction du promoteur pFIB contrôlant le gène GUS au niveau du 

méristème et des racines des plantules d’Arabidopsis thaliana et une augmentation de la 

coloration correspondant à l’activité β-glucuronidase au cours du développement des 

plantules. Chez la plante adulte, une forte coloration des fleurs et de la base des siliques est 

visible. Ces expériences montrent que le promoteur de la fibrilline de poivron est induit dans 

les fleurs d’Arabidopsis thaliana. Des résultats identiques sont obtenus avec le gène 

rapporteur de la luciférase sous le contrôle du promoteur de la fibrilline de poivron. De la 

luminescence est émise au niveau du méristème des plantules, et dans les fleurs et à la base de 

la silique de la plante adulte. 

Les deux gènes rapporteurs présentent donc le même type d’activité et montrent que le 

promoteur de la fibrilline de poivron est constitutivement actif au niveau du méristème apical 

des plantes et dans les fleurs d’Arabidopsis thaliana. Pourtant, les fleurs d’Arabidopsis 

thaliana sont blanches et n’accumulent donc pas de caroténoïdes comme le font les fleurs 

colorées d’autres plantes comme la tomate. 

Nous avons alors observé l’activité des gènes rapporteurs au niveau des fleurs pendant leur 

développement. La figure (Figure 41) montre les activités à différents stades de la maturation 

de la fleur jusqu’à la formation de la silique dans la lignée 26J. L’activité des deux gènes 

rapporteurs augmente au cours de la maturation de la fleur et celle-ci ne persiste dans la 

silique qu’au niveau de la zone « d’ancrage » des pétales, sépales et étamines. L’activité 

histochimique GUS, par rapport à l’activité luciférase, permet une meilleure appréciation de 

la localisation de l’induction du promoteur pFIB dans les organes floraux. Ce sont en effet 

principalement les anthères, la pointe des siliques et la zone « d’ancrage » des organes floraux 

qui sont colorées. Une très légère coloration des pétales, non visible sur les photos montrées, 

est décelable. Une augmentation de l’activité du promoteur de la fibrilline est donc observable 

au cours de la maturation de la fleur. Une dissection des organes floraux nous a permis de 

confirmer la localisation intra-florale de l’activité des deux gènes rapporteurs (Figure 42). 

L’activité GUS est localisée dans les sépales, les anthères et à la base de la silique. L’activité 

luciférase montre ici le même type de profil d’expression et on peut même distinguer ici une 

faible activité au niveau des pétales. 



Figure 43 : Activité du promoteur pFIB de poivron visualisée par 
coloration histochimique issue de l’activité glucuronidase et par 
luminescence issue de l’activité luciférase dans des feuilles 
sénescentes de la lignée transgénique 26J d’Arabidopsis thaliana.
A : GUS : Coloration GUS histochimique.
B : LUC : Activité luciférase.
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Figure 44 : Schéma de la production de la population de mutants à partir du
stock de graines de la lignée transformée 26J.
Des plantes albinos présentes dans les population mutante indiquent le bon déroulement de la 
mutagenèse.
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Figure 45 : Méthode de criblage de altération de l'activité des gènes 
rapporteur sous le contrôle du promoteur de la fibrilline de poivron dans les 
plantules d'Arabidopsis thaliana.
Les mutants recherchés présentant une altération de la régulation de l’activité des gènes 
rapporteurs sont entourés.
A : Condition standard.
B : Condition de culture induisant un stress.

induction constitutive de pFIB

Avant traitement

Après traitement induisant un stress

B

A



Recherche de régulateurs du promoteur de la fibrilline 

 75

Une induction du promoteur de la fibrilline de poivron a également été caractérisée dans des 

feuilles sénescentes (Figure 43). La partie blanche de la feuille représente la partie « morte » 

et la partie verte est la partie encore vivante de celle-ci. L’activité GUS issue de l’induction du 

promoteur de la fibrilline de poivron est située à la limite entre ces deux parties, région où 

certainement des cellules sont encore vivantes et peuvent répondre à différents stress 

survenant durant la progression de la sénescence de la feuille. Une activité luciférase a pu être 

également mise en évidence dans ces feuilles sénescentes. 

Nous disposons donc d’une lignée transgénique d’Arabidopsis thaliana où le promoteur 

pFIB de poivron est induit dans les plantules, les fleurs et à la base des siliques. Nous avons 

donc utilisé cette lignée pour produire un stock de graines à partir d’un parent homozygote 

(Figure 38). Ce stock de graines a été ensuite traité à l’EMS afin de produire une population 

de mutants (Matériel et Méthodes § 4). L’efficacité de la mutation a pu être mise en évidence 

par l’observation sur la population mutante M1 de secteurs chlorotiques sur des feuilles et à la 

génération suivante (M2), par l’observation de plantules albinos (Figure 44). Les mutations en 

M1 sont difficiles à évaluer (entre 0,1 et 1% d’après Lightner et Caspar 1998) mais nous 

avons pu estimer ce taux à 0,5% dans notre cas. 

4.3 CRIBLAGE 

Nous avons défini en parallèle les conditions de criblage pour isoler des mutants de 

régulation du promoteur de la fibrilline de poivron. Nous envisagions un criblage des 

plantules sur boîtes de Pétri (Figure 45) afin, dans un premier temps, de trouver des mutants 

constitutifs d’expression forte du transgène et, dans un deuxième temps, d’isoler des mutant 

dont l’activité des gènes rapporteurs est plus importante (sur-expresseur) ou moins importante 

(sous-expresseur) après application d’un stress qui induirait le promoteur pFIB de poivron 

chez Arabidopsis thaliana. 

Afin de mettre au point les conditions de criblage, nous avons testé plusieurs stress, dont 

ceux qui provoquaient l’induction du promoteur pFIB dans le poivron et la tomate (salin, 

basse température, déshydratation…), mais aussi des stress de type oxydant induits 

chimiquement (méthyl viologen (paraquat), norflurazon). Notre première observation a été 

réalisée sur des feuilles ayant subi un stress de type blessure et nous avons analysé l’activité 

des gènes rapporteurs 24 heures après le stress (Figure 46). Ce stress produit l’apparition 

d’une coloration GUS ou d’une fluorescence dans les feuilles coupées par rapport au contrôle. 

Le promoteur pFIB de poivron est donc induit au niveau des coupures, comme chez la tomate 
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Figure 46 : Activité du promoteur pFIB de poivron visualisée par 
coloration histochimique issue de l’activité glucuronidase et 
luminescence issue de l’activité luciférase 24 heures après un stress 
de coupure sur feuilles d’Arabidopsis thaliana de la lignée 26J.
Les feuilles excisées ont été lacérées et placée en boite de Pétri sur de l’eau 
pendant 24 heures.
A : GUS : Coloration GUS histochimique.
B : LUC : Activité luciférase.
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Figure 47 : Activité du promoteur pFIB de poivron visualisée par 
luminescence de la luciférase  de la lignée transgénique 26J d’Arabidopsis
thaliana 24 heures après un stress.
A : Coupures sur feuilles (traitement identique à l’expérience de la figure 46).
B : Contrôle ou stress sur plantules de 7 jours.
Différents stress ont été testés et ont donné des résultats similaires. Les plantules sont 
soumises aux même différents types de stress que ceux effectués sur les feuilles excisées 
de l’analyse d’expression des figures 19-20.
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Figure 48 : Induction de l’expression des transgènes par rapport aux gènes 
fibrillines d’Arabidopsis thaliana et au gène RD29 impliqué dans la réponse au 
stress chez des plantules de 7 jours ayant subi un stress de déshydratation ou 
salin pendant 5 heures.
Les plantules ont été mise à flotter sur une solution de NaCl 250mM pour le stress salin en 
comparaison d’une condition contrôle comprenait de l’eau. Le stress déshydratation est 
effectué en plaçant la boite contenant les plantules ouverte sous une hotte à flux laminaire 
en comparaison du contrôle boite fermée. Le gène APT est utilisé comme contrôle.
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(Manac'h et Kuntz 1999). Malheureusement, une telle induction semble dépendre de plusieurs 

paramètres puisqu’elle est difficilement reproductible. En ce qui concerne les autres types de 

stress, tous effectués sur plantules en culture in vitro dans des conditions compatibles avec un 

criblage, nous nous sommes heurtés à d’importantes variations de cinétique et d’amplitude 

d’une plante à l’autre lorsque l’activité du promoteur est analysée via l’expression du gène 

rapporteur LUC. Comme on peut le voir, il semble que l’induction du promoteur pFIB de 

poivron ne soit pas homogène ni dans le temps, ni au sein de la lignée (Figure 47). 

Nous avons testé de manière plus précise cette induction par des essais quantitatifs GUS et 

LUC, en condition de stress salin et en condition de stress de déshydratation (Tableau 6). 

Dans les deux cas, les activités des gènes rapporteurs ne présentent pas d’augmentation 

significative après stress. 

Tableau 6 : Essais quantitatifs d’activités glucuronidase et luciférase chez des plantules 
d’Arabidopsis de 7 jours ayant subi un stress de déshydratation ou salin pendant 5 
heures. 

Nous avons voulu savoir si cette faible induction était due au fait que le stress opéré était 

inefficace chez Arabidopsis thaliana ou si c’était la construction utilisant le promoteur pFIB 

de poivron qui n’était pas induite chez cette plante. Pour répondre à cette question, nous avons 

testé par RT-PCR semi-quantitative l’accumulation des transcrits des gènes rapporteurs, mais 

aussi celle de gènes FIB endogènes. Les résultats présentés dans la figure 48 montrent que les 

transcrits LUC et GUS ne s’accumulent pas lors d’un stress salin ou de déshydratation par 

rapport à leur contrôle respectif, alors que ceux des gènes FIB1a, FIB1b et du gène RD29, 

marqueur des stress salin et hydrique (Yamaguchi-Shinozaki et Shinozaki 1993), 

s’accumulent pendant le stress. Il est donc clair que nous ne pouvons pas baser notre crible sur 

une modification de la régulation du promoteur de la fibrilline de poivron dans les plantules 

d’Arabidopsis thaliana en conditions de stress puisque l’induction de ce promoteur est peu 

efficace et peu reproductible. Un tel criblage isolerait un bon nombre de faux mutants de 

régulation du promoteur pFIB. 

Nous avons donc orienté notre criblage vers l’utilisation de l’induction du promoteur pFIB 

de poivron observable dans les fleurs d’Arabidopsis thaliana, puisque celles-ci présentent une 

Condition de culture Contrôle H2O NaCl 250 mM Contrôle boite Déshydratation
Activité luciférase

RLU/g protéine
Activité GUS

pmole 4MU/min/mg protéine
1 410 1 980 1 900 1 950

7 052 8 855 12 530 13 670
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Figure 50 : Criblage de la population de mutants pour une altération de 
l’activité des gènes rapporteurs dans les fleurs.
Des mutants dont l'activité luciférase et l'activité glucuronidase sous le contrôle du 
promoteur de la fibrilline de poivron sont altérées dans les fleurs ont été entourés. Ctrl : 
lignée contrôle 26J non mutée.
A : GUS : Coloration GUS histochimique.
B : LUC : Activité luciférase.
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forte activité GUS et LUC (Figures, 41 et 42). Le but de ce criblage est d’isoler des mutants 

qui seront affectés dans la régulation du promoteur pFIB dans les fleurs, générant des lignées 

de type sur-expresseur ou sous-expresseur (Figure 49).  

Figure 49 : Méthode de criblage d'une altération de l'activité des gènes rapporteurs 
sous le contrôle du promoteur de la fibrilline de poivron dans les fleurs d'Arabidopsis 
thaliana. 
Les mutants recherchés présentant une altération de la régulation de l’activité des gènes rapporteurs 
sont entourés. 

Pour cela, nous avons semé la génération M2 issue de la mutagenèse et nous avons mené à 

fleurs les plants d’Arabidopsis thaliana. Les inflorescences des plantes (25000 environ) ont 

alors été sectionnées et l’activité luciférase des fleurs a été observée sous caméra. Nous avons 

pu isoler des plantes dont l’activité luciférase dans les fleurs est soit plus importante, soit 

moins importante que dans le reste des plantes et par rapport à la lignée transgénique non 

mutante d’origine (Figure 50). L’altération de l’activité du deuxième gène rapporteur (GUS) a 

également été déterminée chez les lignées sélectionnées par criblage luciférase. Les lignées 

dont les activités des gènes rapporteurs GUS et LUC n’étaient pas corrélées ont été par la suite 

écartées. Les lignées ayant passé ce stade de tri ont été menées à graines. 

4.4 ÉTUDE DES MUTANTS 

Par ce criblage basé sur une modification de l’activité des gènes rapporteurs dans les fleurs, 

nous avons isolé vingt quatre mutants. Seize montrent une activité très faible ou nulle, six ont 

une activité des gènes rapporteurs moyenne (par rapport à la lignée contrôle 26J non mutante), 

et deux lignées (dont la 64-8) montrent une surexpression des gènes rapporteurs. 

Les activités luciférase et glucuronidase de la descendance de ces mutants ont été ensuite 

testées au niveau des plantules pour voir si la mutation impliquée dans la dérégulation du 

promoteur de la fibrilline dans les fleurs, affecte aussi l’expression des gènes rapporteurs dans 

les organes végétatifs. Comme on peut le voir sur les photos de la figure 51, des activités LUC 

faible induction de pFIB forte induction de pFIB
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Figure 51 : Induction du promoteur pFIB de poivron chez des plantules de 
15 jours de mutants EMS d’Arabidopsis thaliana (3 jours après stress). 
26J : lignée contrôle non mutante
52-5, 52-8, 64-8, 215, 215-1 : mutants isolés à partir du criblage « fleur ».
A : GUS : Coloration GUS histochimique.
B : LUC : Activité luciférase.
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Figure 52 : Induction du promoteur pFIB de poivron (activité luciférase) 
chez la lignée transgénique 26J d'Arabidopsis thaliana soumise (B) ou non 
(A) à un stress d'exposition aux UV d'une heure à 4°c avec une 
récupération de 3 jours.
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Figure 53 : Induction du promoteur pFIB de poivron chez des plantules de 
15 jours de mutants EMS d’Arabidopsis thaliana, 3 jours après un stress 
d’exposition aux UV d'une heure à 4°C.
26J : lignée contrôle non mutante
52-5, 52-8, 64-8, 215, 215-1 : mutants isolés à partir du criblage « fleur ».
A : GUS : Coloration GUS histochimique.
B : LUC : Activité luciférase.
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et GUS sont visibles chez le contrôle 26J dans des conditions de culture standard. Celles-ci 

sont surtout localisées au niveau des méristèmes. Le mutant 64-8, isolé comme sur-expresseur 

dans les fleurs, montre ici une activité plus faible que celle de la lignée contrôle 26J, du moins 

pour le gène LUC. La lignée 52-8, isolée comme sous-expresseur dans les fleurs, présente des 

activités LUC et GUS équivalentes à celles de la lignée 26J. La mutation de la lignée 52-8 ne 

semble donc affecter la régulation du promoteur de la fibrilline de poivron qu’au niveau des 

fleurs, du moins dans les conditions standard de culture. Les autres lignées montrées, à savoir 

les lignées 215, 215-1 et 52-5 présentent quant à elles une activité très faible (voir nulle) au 

niveau des plantules, comme ce qui avait été observé dans les fleurs de leurs parents. La 

mutation, chez ces mutants, affecte donc la régulation du promoteur pFIB aussi bien dans les 

fleurs que dans les plantules. 

Un aspect important dans la régulation du promoteur pFIB est sa caractéristique de réponse 

au stress. Or, jusqu’à maintenant, aucun stress ne permettait d’obtenir une induction suffisante 

ou reproductible du promoteur de la fibrilline de poivron chez Arabidopsis thaliana. Nous 

avons testé une exposition des plantules aux UV. Les plantules poussant in vitro dans des 

boîtes de Pétri sont alors exposées pendant 60 minutes aux UV sur un lit de glace pour 

diminuer la température et ainsi accentuer le stress. Le couvercle de la boîte est ouvert pour 

que les UV ne soient pas stoppés par le plastique, induisant aussi une déshydratation des 

plantules. Les résultats de l’effet sur l’activité des gènes rapporteurs de l’exposition aux UV 

de la lignée transgénique non mutée 26J sont reportés dans la figure 52. On peut voir que par 

rapport au contrôle non exposé aux UV, on observe une forte activité luciférase dans le cas où 

les plantes sont soumises à ces trois stress simultanés. Cette induction du promoteur de la 

fibrilline de poivron est la plus importante et la plus homogène de toutes les inductions que 

nous avons observées lors des différentes conditions de stress et que nous avons testées 

jusqu’à présent (Figure 46). Cette induction est maximale 3 jours après l’exposition aux UV. 

Nous avons voulu tester l’induction par ce triple stress du promoteur de la fibrilline de 

poivron chez les mutants que nous avons isolés par criblage de l’activité dans les fleurs. Un 

exemple d’activité des gènes rapporteurs de quelques mutants et de la lignée contrôle non 

mutée 26J est présenté en figure 53. Nous retrouvons ici une forte activité luciférase dans la 

lignée contrôle 26J. La lignée mutante 64-8 (phénotype sur-expresseur dans les fleurs) montre 

cette fois des activités LUC et GUS équivalentes à celles de la lignée contrôle 26J, mais pas 

plus importantes (contrairement à ce qui a été observé figure 51 en conditions standard, 

remarque : le signal n’est pas saturant). Les lignées 215 et 215-1 (ayant un phénotype sous-
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expresseur dans les fleurs) ont des activités GUS et LUC non détectables, et les lignées 52-5 

et 52-8 montrent des activités faibles par rapport à la lignée 26J. Les mutations impliquées 

dans la dérégulation du promoteur de la fibrilline de poivron au niveau des fleurs affectent 

donc également l’expression des gènes rapporteurs au niveau des plantules dans des 

conditions d’exposition aux UV. 

4.5 CONCLUSIONS SUR L’ÉTUDE DES MUTANTS 

Des expériences préliminaires avaient montré que le promoteur de la fibrilline de poivron 

pouvait être induit dans les feuilles d’Arabidopsis thaliana, lors d’un stress blessure provoqué 

par les expériences de biolistique (Langenkamper et al. 2001). Nous avons donc utilisé ce 

promoteur de la fibrilline de poivron pour contrôler l’expression de gènes rapporteurs dans 

une construction introduite chez Arabidopsis thaliana. Dans les plantes d’Arabidopsis 

thaliana transgéniques, le promoteur de la fibrilline de poivron montre une expression 

constitutive dans les méristèmes des plantes dès le stade le plus précoce après la germination. 

Chez la plante adulte, on retrouve également une forte induction de ce promoteur dans les 

fleurs. Or les gènes de type fibrilline caractérisés jusqu’à maintenant sont pratiquement tous 

liés à une accumulation de caroténoïdes dans les fruits (comme chez le poivron Deruere et al. 

1994b-32) ou dans les fleurs (comme chez Cucumis Sativus Smirra et al. 1993). Pourtant chez 

Arabidopsis thaliana les fleurs sont blanches et ne possèdent pas de caroténoïdes. Nous avons 

montré aussi que les gènes FIB 1a et 1b d’Arabidopsis thaliana qui sont les plus proches 

parents de la fibrilline de poivron sont aussi exprimés fortement dans les fleurs (Figure 18), 

on constate donc ici la conservation des mécanismes de régulation de l’expression de la 

fibrilline dans les fleurs entre les différentes plantes. 

Nous avons vu plus précisément que chez les fleurs d’Arabidopsis thaliana, ce sont 

principalement les sépales et les anthères qui présentent une activité des gènes rapporteurs 

dans nos lignées transgéniques. L’activité des gènes rapporteurs de notre lignée transgénique 

au niveau des sépales est certainement soumise à une régulation identique à celle que l’on 

observe dans les feuilles puisque ce sont des organes verts qui comportent donc des 

chloroplastes exprimant la fibrilline. Les pétales d’Arabidopsis thaliana, qui ne sont pas 

colorés et qui possèdent des leucoplastes, montrent aussi une très faible activité des gènes 

rapporteurs. Ceci est en accord avec les résultats des études des fibrillines qui montrent que 

l’accumulation de protéines de type FIB est liée à l’accumulation de caroténoïdes dans les 

chromoplastes des fleurs (Smirra et al. 1993, Vishnevetsky et al. 1996). Cependant, lors du 

développement floral, quelques chloroplastes qui ne se sont pas différenciés en leucoplastes 
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dans les pétales d’Arabidopsis thaliana sont encore présents dans la partie basale des pétales 

(Pyke et Page 1998). C’est justement dans cette partie des pétales qu’est localisée la faible 

activité des gènes rapporteurs visualisable. Il semble donc que l’activité des gènes rapporteurs 

que l’on détecte dans les pétales d’Arabidopsis thaliana soit liée à la présence des 

chloroplastes, comme dans les sépales et les feuilles. 

Chez Brassica campestris, les cellules du tapis situées dans les anthères accumulent un 

polypeptide de type fibrilline (Ting et al. 1998). Il faut noter que les grains de pollen seront 

recouverts par le contenu des cellules du tapis après lyse de celles-ci (Piffanelli et al. 1998). 

On peut supposer qu’ici, le promoteur de la fibrilline de poivron est soumis à ce type de 

régulation chez Arabidopsis thaliana. Ceci permet d’expliquer aussi pourquoi dans les fleurs 

d’Arabidopsis thaliana qui n’accumulent pas de caroténoïdes, on retrouve de la fibrilline. 

Cette dernière serait donc principalement présente au niveau des anthères, associée à des 

structures lipidiques dans les élaïoplastes et non pas au niveau de chromoplastes que les 

pétales d’Arabidopsis thaliana ne possèdent pas. 

L’intensité de coloration GUS plus importante observée au bout des sépales est peut être due 

au fait que les cellules de cette partie des sépales sont plus soumises aux stress. On peut 

supposer que cette partie des sépales a subi un mécanisme de « sénescence » plus rapide qui 

conduirait à l’induction du promoteur de la fibrilline en réponse à ce phénomène. Cette 

hypothèse est confortée par l’induction de l’expression des gènes rapporteurs dans nos lignées 

transgéniques (Figure 43), par l’induction de l’expression du gène FIB1b d’Arabidopsis 

thaliana (Figure 18) et par l’accumulation de la protéine FIB1b, tous trois au niveau des 

feuilles sénescentes (Figure 23). 

Le promoteur de la fibrilline de poivron est également soumis à une régulation 

développementale conduisant à son induction au cours de la maturation des fleurs 

d’Arabidopsis thaliana (Figure 41). Un même type de régulation développementale a 

précédemment été montré pour les homologues de la fibrilline de Cucumis Sativus 

(Vishnevetsky et al. 1996), cependant, dans ce dernier cas, les fleurs possèdent des 

chromoplastes. 

La lignée transgénique d’Arabidopsis thaliana que nous avons générée devait nous permettre 

de trouver des mutants affectés dans la régulation du promoteur pFIB par un criblage de type 

stress pendant lequel, le promoteur devait être induit dans ces conditions. Nous avons été 

surpris de constater que le promoteur de la fibrilline de poivron ne répondait pas aussi 

efficacement à nos conditions d’induction. En effet nos premières expériences montraient une 
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induction de ce promoteur chez Arabidopsis thaliana dans le cas de blessures, mais ces 

résultats ne sont pas assez reproductibles (Figure 47). Nous avons testé alors différentes 

conditions correspondant aux stress les plus utilisés et les plus efficaces lors des 

caractérisations des différentes fibrillines et de leur expression, comme le déficit hydrique, la 

forte lumière, la blessure ou le traitement par des agents générateurs de ROS ou des 

herbicides. Tous ces traitements ont donné de faibles inductions du promoteur exogène de la 

fibrilline de poivron, contrairement aux gènes fibrilline endogènes (Figure 48). Il semble donc 

que même si certains mécanismes de régulation de l’expression des gènes FIB sont conservés 

chez les plantes, le promoteur pFIB de poivron n’est pas efficacement induit chez Arabidopsis 

thaliana, du moins dans les conditions testées. Différentes lignées transgéniques 

indépendantes que nous avons produites montrent cette même induction de faible amplitude 

pour le promoteur de poivron (non montré). Ce n’est donc pas un effet de position dans la 

lignée 26J que nous avons choisi pour la suite de notre étude, mais bien une conséquence de 

l’expression hétérologue du promoteur de la fibrilline de poivron chez Arabidopsis thaliana. 

Une approche similaire avait été utilisée avec le promoteur du gène RD29A (Ishitani 1997). 

Ce promoteur montre une forte induction de stress (Yamaguchi-Shinozaki, 1993a), ce que 

nous avons également observé dans nos plantes transgéniques. Des mutant altérés dans la 

régulation de ce promoteur ont pu être isolés par cette approche après application d’un stress. 

Cependant, dans notre cas, l’induction du promoteur de la fibrilline de poivron n’était donc 

pas assez importante et homogène pour être utilisable dans un criblage basé sur des conditions 

de stress. Nous nous sommes donc intéressés à la forte induction du promoteur de la fibrilline 

de poivron que l’on observe dans les fleurs d’Arabidopsis thaliana (Figures 40-42). Nous 

avons alors criblé notre population de mutants selon une altération de l’expression des gènes 

rapporteurs au niveau des fleurs. Nous avons isolé ainsi une vingtaine de mutants. Ces 

mutants présentent pour la plupart une diminution, voire une extinction de l’activité des gènes 

rapporteurs. Étant donné que les deux gènes rapporteurs sont affectés, cela provient 

vraisemblablement d’une mutation affectant un régulateur du promoteur de la fibrilline de 

poivron. 

L’exposition de plantules au triple stress (UV) nous a permis de définir des conditions 

induisant le promoteur de la fibrilline de poivron de manière importante chez nos lignées 

transgéniques d’Arabidopsis thaliana. Nous avons pu vérifier que ces conditions d’induction 

(UV) étaient altérées chez nos mutants. Les mécanismes mis en jeu lors de la régulation 

développementale seraient donc communs à la régulation relative au stress induits par 
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l’exposition aux UV. Si un mutant issu du criblage fleur montre une dérégulation du 

promoteur de fibrilline et que ce même mutant n’est pas affecté lors du traitement aux UV, 

cela signifie que la mutation affecte un régulateur spécifique de la régulation 

développementale de la fleur. Or sur notre vingtaine de mutants, aucun n’a montré un tel 

phénotype. Un nouveau criblage utilisant des conditions d’exposition aux UV permettrait de 

trouver des mutants de régulation relatifs au stress et si l’activité des gènes rapporteurs dans 

ces lignées n’est pas modifiée dans les fleurs, ceci signifiera que la mutation affecte un 

régulateur spécifique de la réponse au stress. Une telle approche permettrait de mettre en 

évidence les deux voies de régulation, développementale et environnementale, ou encore leurs 

interconnexions. 
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CONCLUSION GÉNÉRALE ET PERSPECTIVES 

Dans cette étude, nous avons montré que la fibrilline est présente dans les organismes 

photosynthétiques depuis les cyanobactéries jusqu’aux plantes supérieures. Ce gène s’est 

dupliqué au cours de l’évolution en une famille multigénique qui compte 10 membres chez les 

plantes supérieures analysées. Trois gènes supplémentaires sont apparus récemment dans le 

génome des Brassicaceae. L’accès à de nouveaux génomes séquencés, notamment celui de la 

tomate, permettra probablement de confirmer la présence de ces 10 membres chez d’autres 

plantes. Pratiquement toutes les protéines FIB identifiées sont plastidiales. La localisation 

intracellulaire de FIB5, FIB8 et FIB9 d’Arabidopsis thaliana reste cependant à confirmer 

expérimentalement, par exemple par une approche de microscopie utilisant des constructions 

de fusion des peptides d’adressage de ces protéines avec une protéine fluorescente. Les 

données de protéomique de plus en plus nombreuses permettront également de répondre à 

cette question. 

Les gènes FIB montrent des expressions différentes selon les organes ou les conditions de 

culture des plantes. Des profils d’expression de type inductible (FIB1a, 1b) ou de type 

constitutif (FIB2) ont été mis en évidence chez Arabidopsis thaliana. On peut en général lier 

l’induction de l’expression des gènes FIB à des conditions provoquant un stress chez la plante 

(Pruvot et al 1996a), ou à des phénomènes de stockages de caroténoïdes (Deruère et al 

1994b). Chez notre modèle Arabidopsis thaliana, nous avons constaté l’expression 

préférentielle du gène FIB1b dans les fleurs, comme celle de son homologue PAP2 chez 

Brassica rapa (Kim et al 2001), ou le gène CHRC de Cucumis sativus (Smirra et al 1993). 

Cependant, chez Arabidopsis thaliana, contrairement à ces deux autres plantes aux pétales 

colorés où s’accumulent les homologues des fibrillines, ce n’est pas dans les pétales qui sont 

blancs car ne stockant pas de caroténoïdes que la protéine FIB1b est présente en grande 

quantité, mais c’est principalement dans les anthères. Le rôle joué par la protéine FIB1b dans 

ce cas, n’est donc pas lié à une accumulation de caroténoïdes. Cette induction dans les 

anthères est donc vraisemblablement localisée dans les élaïoplastes, comme cela est observé 

chez d’autres Brassica (Ting et al 1998, Hernandez-Pinzon et al 1999) et doit être liée aux 

structures lipidiques relarguées sur les grains de pollen lors de la lyse des cellules du tapis 

(Pifanelli et al 1998). L’étude de l’expression de ce gène dans les anthères d’Arabidopsis 

thaliana pourra confirmer cette hypothèse. 
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Nous avons montré que la protéine FIB1b s’accumule dans les feuilles sénescentes ; de plus 

nos plantes transgéniques présentent également une induction du promoteur de la fibrilline de 

poivron dans les feuilles sénescentes. On peut supposer que dans les plantes cultivées en 

conditions de carence nutritive, l’accumulation de FIB1b observée pourrait être liée à une 

accélération de la sénescence dans ces conditions. Il serait donc intéressant de voir si les 

plantes ARNi que nous avons produites et dont l’expression de la sous-famille FIB1-2 est 

fortement diminuée, montrent une entrée en sénescence plus rapide que les plantes sauvages. 

Les protéines fibrillines sont liées aux membranes ou à des structures lipidiques, mais la 

nature des interactions reste obscure. Des études biochimiques sur les fibrillines permettraient 

de mieux cerner les interactions des fibrilline avec les caroténoïdes ou les lipides, ce qui 

permettrait de valider le modèle de la structure des fibrilles dans le fruit de poivron et de 

mieux comprendre le rôle de cette protéine. Un premier pas a été effectué avec les 

expériences de traitement à la trypsine sur des plastoglobules (Tzen et Huang 1992) qui 

montrent le rôle de la fibrilline dans le maintien de la structure des plastoglobules dans le 

milieu aqueux. La modification des caractéristiques et du nombre de plastoglobules dans des 

plantes sur-exprimant un gène fibrilline semble confirmer cette hypothèse (Simkin 2002, 

Eymery et Rey 1999). Cependant, la caractérisation des interactions des protéines FIB avec 

les lipides ou les caroténoïdes reste à élucider pour comprendre ces phénomènes. 

Les protéines de type fibrilline seraient impliquées dans le maintien des membranes dans des 

conditions où elles sont déstabilisées, notamment au niveau des thylacoïdes en cas de stress 

(Rey et al 2000). La multiplication des gènes chez les plantes supérieures, impliquant une 

possible redondance de fonction, complique l’analyse de la fonction de ces gènes. Nous avons 

tout de même réussi à monter que, dans certaines conditions, affecter l’expression d’une partie 

de cette famille multigénique chez les plantes pouvait provoquer un retard de croissance. Ce 

retard est à confronter à la croissance favorisée de plants de tabac sur-exprimant la fibrilline 

de poivron (Rey et al 2000). Il sera intéressant d’analyser l’efficacité de la photosynthèse dans 

nos lignées ARNi pour voir si le retard de croissance observé dans ces plantes peut en être la 

conséquence. 

Le rôle des autres membres de cette famille reste cependant à étudier avec des approches 

similaires. En effet, il se peut que les différents membres de la famille fibrilline se soient 

spécialisés et qu’ils n’aient plus le même rôle chez la plante. Une étude plus complète de 

l’expression des différents gènes et des protéines pour lesquelles ils codent apportera sans 

doute un début de réponse à cette question. Il sera judicieux d’analyser l’expression de tous 
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les gènes FIB dans les lignées RNAi que nous avons obtenues afin de déceler des régulations 

communes ou des effets de compensation. Cette compensation pourrait en effet être induite en 

réponse à la diminution de l’expression des gènes affectés par l’interférence ARN. 

Dans cette étude, nous avons développé une approche de recherche de mutants de régulation 

du promoteur de la fibrilline de poivron chez Arabidopsis thaliana, méthode utilisée dans 

d’autres études pour la recherche de régulateurs d’un promoteur d’un gène (RD29A) 

inductible par un stress (Ishitani et al 1997). Cependant, nous n’avons pas pu trouver de 

conditions suffisantes et adaptées à un criblage pour notre promoteur de la fibrilline de 

poivron. En effet, celui-ci ne montre pas d’induction suffisante dans les conditions que nous 

avons testées. L’utilisation du promoteur d’un gène FIB endogène aurait peut être pu éviter ce 

problème. Cependant, la présence d’éléments régulateurs pouvant être situés dans les introns 

et conduisant au même type de problème d’induction avec ce promoteur endogène doit être 

prise en compte. Nous avons finalement isolé des mutants criblés d’après une altération de la 

régulation du promoteur pFIB dans les fleurs et ces mutants présentent également une 

altération de l’induction de ce promoteur provoquée par un stress triple (dont une exposition 

aux UV). La caractérisation des gènes mutés chez nos mutants permettra de déterminer les 

facteurs impliqués dans la régulation du promoteur de la fibrilline, et donc de mieux 

comprendre les phénomènes dans lesquels cette protéine joue un rôle. L’étude de l’expression 

des gènes FIB endogènes permettra également de mieux comprendre les régulations croisées 

des différentes fibrillines. 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 

1 SYSTÈMES BACTÉRIENS 

1.1 SOUCHES ET VECTEURS UTILISÉS 

Les différents clonages de cette étude ont été effectués dans les vecteurs pGEM-T easy 

(system I Promega) ou pBluescript SK (Stratagen) ; tous deux portant le gène de la résistance 

à l’ampicilline. Les souches bactériennes utilisées sont des TOP10 (mcrA, delta (mrr-hsdRMS-

mcrBC), phi 80delta lac delta M15, delta lacX74, deoR, recA1, araD139 delta (ara, leu), 7697, galU, galK, 

lambda^-, rpsL, endA1, mupG) ou des XL1blue (recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac 

[F'proAB lacIqZ∆M15 Tn10 (Tetr)]). 

La surproduction des protéines recombinantes dans E. coli est effectuée dans les souches 

BL21(DE3)pLysS (F– ompT hsdSB(rB
– mB

–) gal dcm (DE3) pLysS (CmR)) à partir d’un vecteur 

pET23a+ portant le gène de la résistance à l’ampicilline (Novagen). 

Les constructions pour la transformation des plantes ont été produites dans des vecteurs 

binaires dérivés du vecteur pBI121 portant le gène de la résistance à la kanamycine 

(Clontech). Le transfert génétique chez Arabidopsis thaliana est opéré par la souche 

Agrobacterium tumefaciens GV3121. 

1.2 CLONAGES 

Les clonages des ADNc ou des peptides de transit (séquences d’adressage) des fibrillines 

d’Arabidopsis thaliana ont été effectués par RT-PCR (Matériel et Méthodes § 5.5 et 5.6) avec 

des oligonucléotides spécifiques (Tableau 7). Afin de réduire le nombre d’erreurs de séquence 

et assurer une bonne élongation même dans le cas de séquences d’ADN longues, nous avons 

utilisé l’Elongase Mix (Invitrogen) selon les recommandations du fournisseur. Les fragments 

PCR amplifiés sont analysés par électrophorèse sur gel d’agarose (TBE 0,5x (45mM Tris-

borate, 1mM EDTA), agarose de 0,8% à 1,5% (w/v) suivant la taille du fragment amplifié, 

bromure d’éthidium 0,5µg/ml de gel) dans du tampon TBE 0,5x sous une tension de 100V. La 

bande de gel correspondant à l’amplifiat est ensuite découpée. L’ADN est extrait de la bande 

du gel d’agarose en faisant fondre à 55°C le morceau de gel dans solution NaI 6M 

(200µl/100mg). 15µl de billes de silice (silice Sigma à 100mg/ml équilibrées dans du tampon 

PBS (NaCl 8g/l, KCl 0,2g/l, Na2HPO4 1,44g/l, K2HPO4 0,24g/l, pH : 7,4)) sont ajoutés, puis 

le tube est vortexé et placé dans la glace pendant 10 minutes. Le tube est ensuite centrifugé 20 
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secondes à 12000rpm. Après avoir jeté le surnageant, le culot est rincé deux fois par 500µl 

d’une solution de lavage (50mM NaCl, 10mM Tris HCl pH : 7,5, 2,5mM EDTA, éthanol 50% 

(v/v)) avant d’être repris dans 20µl d’eau distillée autoclavée. Après une centrifugation de 20 

secondes à 12000rpm, le surnageant contenant l’ADN purifié est transféré dans un tube 

propre et conservé à –20°C. L’ADN purifié peut être inséré dans un vecteur de clonage 

pGEM-T easy (Promega) par ligation pendant la nuit à 4°C avec l’enzyme T4 DNA ligase 

fournie dans le kit. Le mélange de ligation est alors introduit chez E. coli Xl1blue par 

transformation par choc thermique. 

1.3 CULTURES BACTÉRIENNES 

Les cultures bactériennes sont effectuées dans du milieu LB (Luria Bertani) liquide (NaCl 

10g/l, extrait de levure 5g/l, bactotryptone 10g/l), ou en milieux LB gélosé en boîte de Pétri 

par addition d’agar à 8g/l à du milieu LB liquide. Les cultures d’E. coli sont incubées à 37°C 

et celles d’Agrobacterium à 28°C en présence des antibiotiques adéquats (kanamycine 

50µg/µl, ampicilline 100µg/µl) et sous agitation (150rpm) dans le cas d’une culture liquide. 

1.4 CELLULES D’E. COLI COMPÉTENTES 

La transformation bactérienne requiert des cellules « compétentes » obtenues par le 

traitement suivant sur les souches d’E. coli. 

Un erlen de 250ml de milieu LB auquel on a rajouté du glucose (0,2% w/v) est ensemencé 

avec 500µl d’une préculture bactérienne et incubé sous agitation à 30°C jusqu’à atteindre une 

DO600nm de 0,5. Les cellules sont alors refroidies dans la glace pendant une heure et demie 

puis centrifugées 10 minutes à 2500g à 4°C. Le culot bactérien est doucement resuspendu 

dans 5ml de tampon fraîchement préparé (100mM CaCl2, 70mM MnCl2, 40mM NaOAc, pH : 

5,5 avec de l’acide acétique glacial, stérilisation par filtration 0,22µm), puis diluées jusqu’à 

un volume de 30ml avec le même tampon. Après une incubation de 45 minutes dans la glace, 

les cellules sont centrifugées 5 minutes à 1800g à 4°C puis doucement resuspendues dans 5ml 

de tampon. Finalement, du glycérol est ajouté pour une concentration finale de 15% (v/v) et 

les cellules sont aliquotées par 200µl et stockées à –80°C. Un tube sera utilisé pour chaque 

transformation (Sharman D. O’Neil, Environmental Horticulture 1998). 
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1.5 TRANSFORMATION D’E. COLI 

L’ADN (résultat d’une ligation, miniprep…) est ajouté aux cellules compétentes 

décongelées sur glace, et après homogénéisation le tube est replacé dans la glace. Après 30 

minutes, un choc thermique à 37°C est effectué pendant une minute puis le tube est laissé à 

37°C pendant une heure après addition d’un millilitre de milieu LB liquide. Les bactéries sont 

alors sédimentées par centrifugation 5 minutes à 4500rpm et étalées sur boîte de Pétri 

contenant du milieu LB agar auquel on a préalablement ajouté l’antibiotique adéquat. Les 

colonies issues de cellules transformées sont testées par digestion enzymatique. Une étape de 

séquençage est éventuellement réalisée afin de vérifier que le fragment PCR cloné ne 

comporte pas de mutation. 

1.6 EXTRACTION D’ADN PLASMIDIQUE D’E. coli 

L’ADN plasmidique des souches d’E. coli est isolé en routine par mini-préparation de la 

façon suivante. 

1,5ml de culture bactérienne sont sédimentés dans un microtube par centrifugation 20 

secondes à 12000rpm. Après élimination du surnageant, le culot est repris dans 300µl de 

tampon TENS (Tris-HCl pH : 8 10mM, EDTA 1mM, NaOH 0,1M, SDS 0,5%), puis 150µl 

d’acétate de K 3M pH : 4,7 sont ajoutés avant de vortexer le tube. Suite à une centrifugation 

de 3 minutes à 12000rpm, le surnageant est transféré dans un tube propre complété par 1ml 

d’éthanol. Après avoir inversé 2-3 fois les tubes pour précipiter l’ADN, celui-ci est sédimenté 

par centrifugation 3 minutes à 12000rpm à 4°C. Le culot d’ADN est alors rincé à l’éthanol 

70% (v/v) et séché à température ambiante. Enfin, il est repris dans 30µl d’eau distillée 

autoclavée et conservé à -20°C. 

Les constructions élaborées à partir de souches d’E. coli peuvent ensuite être introduites chez 

Agrobacterium tumefaciens par transformation de cellules compétentes (Adapté de « 10 

minutes miniprep », Biotech Net Vol.8, No.2 1990). 

1.7 CELLULES D’AGROBACTERIUM COMPÉTENTES 

Une préculture d’Agrobacterium tumefaciens est effectuée dans du milieu LB pendant la nuit 

à 28°C. Deux millilitres de la préculture sont ensemencés dans 50ml de milieu LB liquide et 

la culture est mise à pousser jusqu’à atteindre une DO600nm de 0,5. La culture est alors incubée 

10 minutes dans la glace avant d’être centrifugée 5 minutes à 3000g à 4°C. Les cellules sont 

alors remises en suspension dans 1ml d’une solution de CaCl2 20mM, aliquotées par 100µl 
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puis stockées à -80°C. Un tube sera utilisé pour chaque transformation compétentes (Adapté 

de « Freeze-thaw transformation of Agrobacterium», Chen et al. 1994 Biotechniques 16 :664-

669). 

1.8 TRANSFORMATION D’AGROBACTERIUM 

5µl d’ADN plasmidique d’E.coli sont ajoutés aux cellules d’Agrobacterium compétentes 

décongelées sur la glace. Après avoir mélangé doucement, le tube est plongé dans l’azote 

liquide pendant 5 minutes, puis mis à température ambiante une minute. Ensuite le tube est 

incubé 20 minutes à 37°C et après ajout d’un millilitre de milieu LB liquide, il est placé 2 à 4 

heures à 28°C sous agitation à 150rpm. Enfin les bactéries sont sédimentées par centrifugation 

3 minutes à 4 500rpm à 4°C et le surnageant est éliminé. Le culot est enfin resuspendu dans le 

liquide résiduel avant étalement sur boîte de Pétri contenant du milieu LB agar avec les 

antibiotiques adéquats (Adapté de Freeze-thaw transformation of Agrobacterium», Chen et al. 

1994 Biotechniques 16 :664-669). 

1.9 VÉRIFICATION DE LA CONSTRUCTION INTRODUITE DANS 

AGROBACTERIUM 

Pour vérifier que le plasmide a bien été introduit dans la souche d’Agrobacterium, on 

transforme E. coli avec l’ADN d’Agrobacterium obtenu par mini-préparation et on effectue la 

vérification de la construction indirectement sur l’ADN plasmidique des cellules d’E. coli 

transformées. 

1.10 EXTRACTION D’ADN D’AGROBACTERIUM 

1,5ml d’une culture pendant la nuit d’Agrobacterium sont sédimentés dans un microtube par 

centrifugation 20 secondes à 12000rpm. Après avoir éliminé le surnageant, le culot est repris 

dans 300µl de tampon TENS (protocole de miniprep d’E. coli) et incubé 10 minutes à 

température ambiante. Puis 30µl de phénol saturé pH : 8 sont ajoutés avant de vortexer le tube 

quelques secondes. Après ajout de 150µl d’acétate de Na 3M pH : 5,2 le tube est agité puis 

incubé 15 minutes à –20°C. Suite à une centrifugation de 3 minutes à 12000rpm à 4°C, le 

surnageant est transféré dans un tube propre complété avec de l’éthanol 95% (v/v). Après une 

incubation de 30 minutes à –20°C, le tube est centrifugé 3 minutes à 12000rpm. Le 

surnageant éliminé, le culot est resuspendu dans de l’acétate de Na 0,3M pH : 5,2 et le tube 

est alors complété avec de l’éthanol 95% (v/v). Après une agitation douce et une incubation 

de 30 minutes à –20°C, le tube est centrifugé 3 minutes à 12000rpm. Le culot obtenu est lavé 
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à l’éthanol 70% (v/v) puis séché. Il est enfin repris dans 20 µl d’eau distillée autoclavée et 

conservé à –20°C. 

1.11 EXPRESSION DES PROTÉINES RECOMBINANTES  

Pour la production de protéines recombinantes, une étiquette de 6 histidines a été rajoutée en 

position C-terminale des protéines d’intérêt grâce au vecteur pET23a+ (Novagene).  

La surproduction de protéines recombinantes dans une culture bactérienne qui a poussé 

jusqu’à une DO600nm de 0,6 est induite par addition d’IPTG 1mM puis culture pendant 3 

heures supplémentaires. Les bactéries sont alors culottées par centrifugation une minute à 

12000rpm. Le culot est repris dans 50µl d’eau et 50µl de tampon de charge « Laemli » (0.1M 

Tris pH : 6,8, SDS 5%, glycérol 20%, bleu de bromophénol, et avant utilisation : β-

mercaptoéthanol 50µl/ml) avant d’être incubé 5 minutes à 100°C. L’échantillon est alors prêt 

à être chargé sur un gel dénaturant SDS-PAGE. 

2 MATÉRIEL VÉGÉTAL ET CONDITIONS DE CULTURE 

2.1 LES PLANTES 

Les plants d’Arabidopsis thaliana utilisés lors de cette étude sont issus de l’écotype 

Columbia (Col). 

2.2 CULTURES EN TERRE 

Le terreau agricole est stérilisé à l’autoclave pendant 3 heures avant utilisation. L’arrosage 

des plants d’Arabidopsis thaliana peut être complété par l’emploi d’un engrais universel pour 

cultures (NPK 12.12.17). 

Dans le cas de semis à la serre, les conditions de cultures sont sujettes à l’ensoleillement de 

saison. Des lampes halogènes (Mazda 1000w 24000 lumens) permettent de pallier à la 

diminution de la durée du jour en hiver afin de maintenir une photopériode de 16 heures. La 

température de la serre est de l’ordre de 24°C. 

Pour les semis en chambre de culture, une intensité lumineuse de 100µE.m-2.sec-1 est assurée 

par des tubes fluorescents horticoles (Mazda 36w), et des lampes halogènes (Mazda 1000w 

24000 lumens) pour obtenir une photopériode de 16 heures, et la température est maintenue 

autour de 24°C. 
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2.3 CULTURES IN VITRO 

Toutes les manipulations de cultures in vitro sont effectuées sous une hotte à flux laminaire 

afin de limiter toute contamination. 

Les graines d’Arabidopsis thaliana sont stérilisées et semées comme suit : une pastille de 

javel est dissoute dans 40ml d’eau distillée, puis 4 volumes d’éthanol 100% sont ajoutés à la 

solution. Les graines d’Arabidopsis thaliana sont trempées pendant 5 minutes dans cette 

solution en agitant de temps en temps, puis elles sont rincées 3 fois à l’éthanol. Finalement, 

elles sont laissées à sécher sous la hotte pendant la nuit. Les graines sont semées sur milieu 

MS (2,2g/l Murashige & Skoog basal salt mixture Sigma, 10g/l saccharose, 0,5g/l MES et 

8g/l d’agar) avec éventuellement de la kanamycine à 50mg/l pour visualiser la ségrégation du 

transgène. Les boîtes sont maintenues de 24 à 48 heures à 4°C à l’obscurité avant incubation 

en chambre de culture de afin de synchroniser la germination. 

Les cultures in vitro sont effectuées en chambre de culture avec une photopériode de 16 

heures assurée par des tubes fluorescents horticoles (Mazda 36w), et la température est 

stabilisée à 25°C. 

2.4 TRAITEMENTS ET STRESS APPLIQUÉS AUX PLANTES 

Différents traitements et stress ont été appliqués aux plantes durant cette étude. 

Les études par northern de l’effet de stress ont été effectuées sur des feuilles matures saines 

excisées et placées en boîtes de Pétri sur de l’eau distillée pour le contrôle, sans eau pour le 

stress déshydratation, sur une solution de NaCl 250mM pour le stress salin, et sur de l’eau 

distillée et à 4°C pour le stress froid. Ces traitements ont été conduits pendant 4, 8, 12, ou 24 

heures en chambre de culture (Matériel et Méthodes § 2.3) sauf pour le stress froid où les 

boîtes sont placées en chambre froide en présence de lumière modérée (environ 50µE.m-2.sec-

1). 

Lors de l’analyse de l’effet de stress sur l’activité des gène rapporteurs chez les lignées 

transgéniques, les traitements ont été réalisés sur des plantules de 7 ou 15 jours après 

germination. Les boîtes de Pétri de milieu MS gélosé contenant les plantules sont laissées 

ouvertes sous une hotte à flux laminaire pendant 5 heures pour le stress déshydratation en 

comparaison avec une boîte contrôle non ouverte. Un stress salin est effectué par transfert des 

plantules sur une solution de NaCl 250mM pendant 5 heures par rapport à une condition 

contrôle où pour laquelle les plantules sont mises sur de l’eau distillée. D’autres expériences 

visant à expérimenter des conditions de stress induites par l’utilisation de produits chimiques 
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et d’herbicides (paraquat 100µm, norflurazon ….) ont été réalisées de la même façon en 

transférant les plantules sur une solution aqueuse contenant le produit à tester. Le contrôle est 

réalisé avec de l’eau distillée. Les stress mécaniques sont effectués sur des feuilles matures 

saines excisées qui ont été lacérées avec une lame de scalpel et placées en chambre de culture 

dans une boîte de Pétri contenant de l’eau distillée. Un stress UV a été également appliqué à 

des plantules de 15 jours ayant poussé sur boîte de milieu MS. Les boîtes sont ouvertes et 

posées sur de la glace sous une hotte à flux laminaire avec la ventilation au minimum, et la 

lampe UV (tube UV germicide 90cm 30w G30T8 émission 8,4w à 253,7nm pour 80mw/cm2 à 

1m) de stérilisation de la hotte est alors allumée. Les plantules sont donc exposées aux UV, à 

une déshydratation et à une baisse de température. 

3 TRANSGÉNÈSE 

3.1 TRANSFORMATION D’ARABIDOPSIS THALIANA 

Les plants d’Arabidopsis thaliana sont transformés de manière classique par « trempage des 

fleurs » dans une suspension de bactéries Agrobacterium tumefaciens contenant notre 

construction génique. 

Avant transformation, afin d’augmenter le nombre de fleurs aptes à la transformation, les 

premières inflorescences sont coupées afin de stimuler la pousse d’inflorescences 

supplémentaires. 4 à 6 jours après la coupe, les plantes présentant un maximum de fleurs 

immatures sans siliques sont prêtes à être « trempées » (Clough et Bent 1998). 

Une culture de 250ml de la souche d’Agrobacterium comportant la construction d’intérêt est 

mise à pousser pendant la nuit. Après centrifugation à 4000g à 4°C pendant 10 minutes, le 

culot est repris dans une solution fraîche de saccharose 5% de manière à obtenir une DO600nm 

de 0,8 à laquelle on ajoute du détergent Silwet (Lehlee Seed (USA)) à 0,05% (v/v). Les 

inflorescences sont alors plongées dans la suspension bactérienne 2 à 3 secondes et les plantes 

sont ensuite recouvertes d’un film plastique et placées pendant 2 jours à l’abri d’une lumière 

excessive. Le film plastique est ensuite enlevé et les plantes sont cultivées normalement et 

menées à graines. 

Les plantes transformées seront alors sélectionnées par germination des graines sur milieu 

MS (Matériel et Méthodes § 2.3) avec de la kanamycine à 50mg/l, puis étudiées. 
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3.2 PROMOTEURS ET GÈNES RAPPORTEURS 

Différents promoteurs et gènes rapporteurs ont été utilisés lors de cette étude : 

Le promoteur de la fibrilline de poivron utilisé dans cette étude provient de la séquence 

décrite dans l’article de Kuntz et al. (1998). 

Le promoteur constitutif 35S du virus de la mosaïque du tabac est issu du vecteur pBI221 

(Clontech). 

Les gènes YFP (yellow fluorescent protein) correspond au gène EYFP (« enhanced ») décrits 

dans l’article de Kato et al. (2002). 

Le gène GUS codant la glucuronidase vient du vecteur pBI221 (Clontech). 

Le gène de la luciférase provient d’un plasmide issu du vecteur pGL3 (Promega). 

3.3 CONSTRUCTIONS UTILISÉES POUR LA TRANSFORMATION DES 

PLANTS D’ARABIDOPSIS THALIANA 

La construction utilisée pour la mutagenèse chez Arabidopsis thaliana (Figure 35) est 

composée de deux promoteurs de la fibrilline de Poivron en position « têtes-bêches », 

contrôlant chacun l’expression d’un gène rapporteur : la luciférase et la glucuronidase 

(Matériel et Méthodes § 3.2). Cette construction comprend les terminateurs NOS de la 

nopaline synthase pour chacun des gènes présents. Le marqueur de sélection présent ici est le 

gène NPTII qui code l’enzyme néomycine phosphotransférase qui confère à la plante 

transformée la capacité de pousser sur un milieu contenant l’antibiotique kanamycine. 

3.4 FUSIONS AVEC LA YFP 

Pour déterminer la localisation subcellulaire de certaines fibrillines d’Arabidopsis thaliana, 

la séquence de chaque peptide d’adressage supposé, déterminée par analyse informatique 

(paragraphe analyse informatique), a été clonée en fusion traductionnelle avec le gène de la 

YFP sous le contrôle du promoteur constitutif 35S. Des plants d’Arabidopsis thaliana ont été 

transformés (Matériel et Méthodes § 3.1) avec ces différentes constructions et la localisation 

subcellulaire de la protéine chimérique de ces plantes a été analysée par microscopie 

confocale à fluorescence (LEICA LCS SP2). 

3.5 CONSTRUCTION ARN INTERFÉRENCE (ARNi) 

Afin de réprimer l’expression des gènes AtFIB1a, 1b et 2 simultanément, une fusion 

composée du fragment interne XhoI-BglII de 141 pb du gène AtFIB1a, suivi du fragment 
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BglII-XbaI de 204pb situé en 3’ du gène AtFIB2, a été introduite de façon répétée inversée de 

part et d’autre de l’intron du gène AtTGA1. Si la séquence provenant de AtFIB2 est 

spécifique de ce gène, celle provenant de AtFIB1a comporte deux éléments de 29 pb qui sont 

identiques dans AtFIB1a et AtFIB1b et qui devraient donc entraîner une répression des deux 

gènes à la fois (Figure 27). Cette construction a été introduite sous le contrôle du promoteur 

35S du virus de la mosaïque du chou-fleur et du terminateur NOS dans un vecteur de type 

binaire dérivé du pBI101 (Clontech, Zhou et al. 2004).  

Afin de réprimer l’expression des gènes AtFIB3a et b, l’ADNc correspondant à AtFib4 a été 

introduit par clonage dans le vecteur donneur de type Gateway® pENTR 2b (Invitrogen) afin 

d’être utilisé pour effectuer une recombinaison avec le vecteur receveur pH7GW1WG2 (II), 

(Karimi et al. 2002) à l’aide de la clonase LR™ (Invitrogen) selon les recommandations du 

fournisseur. Le plasmide obtenu a été introduit dans Agrobacterium puis utilisé pour 

transformer Arabidopsis thaliana. Les plantes transformées correspondantes sont résistantes à 

l’hygromycine. 

4 MUTAGENÈSE 

Un stock de graines de la lignée transgénique homozygote a été soumis à une mutagenèse 

chimique classique à l’EMS. Des conditions standard de mutagenèse à l’EMS sont déjà 

établies, mais elles doivent être affinées (Feldman et al. 1994, Lightner et Caspar 1998). Nous 

nous sommes basés sur les conditions utilisées auparavant dans le laboratoire lors des travaux 

de thèse de Gallois (2000) qui ont donné des résultats satisfaisants. Environ 25000 graines ont 

été imbibées dans de l’eau distillée pendant la nuit avec agitation. L’EMS est ajouté aux 

graines dans l’eau pour une concentration de 0,2% pendant 18h00. Les graines sont ensuite 

lavées 10 fois 2 minutes dans de l’eau puis une fois 30 minutes. Tous les effluents et la 

vaisselle sont décontaminés par traitement à la soude 3M pendant une demi heure. Les graines 

sont ensuite homogénéisées dans un gel d’agar à 0,15% pour faciliter la répartition. Les 

graines sont semées en terre en pipetant sur les pots l’agar dans lequel elles sont en 

suspension. 
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5 ANALYSE DES ACIDES NUCLÉIQUES 

5.1 EXTRACTION D’ADN GÉNOMIQUE 

Environ 1 cm2 de feuille est broyé dans un microtube à l’aide d’un piston en présence d’un 

tampon de lyse (CTAB 1%, Tris HCl 0,2M pH : 7,5, EDTA 50mM, NaCl 1M, et juste avant 

utilisation β-mercaptoéthanol 1µl/ml). Après avoir ajouté 20µl de N-lauryl-sarcosyl 5% (w/v) 

et homogénéisé, l’échantillon est incubé 15 minutes à 65°C, puis mis à refroidir 5 minutes à 

température ambiante. Après extraction par 200µl de chloroforme, l’ADN génomique de la 

phase aqueuse résultante est précipité par 200µl d’isopropanol froid (-20°C). Le culot d’ADN 

est lavé à l’éthanol 70% puis 100%, séché à température ambiante et repris dans 30µl d’eau 

distillée autoclavée avant dosage. Ce protocole est adapté de Doyle et Doyle 1987.  

5.2 SOUTHERN BLOT 

Les enzymes de restriction utilisées ici sont EcoRI qui coupe de chaque coté du transgène 

inséré et KpnI qui ne coupe qu’une seule fois au milieu du transgène. Pour chaque digestion, 

5µg d’ADN génomique (obtenus avec le protocole § 5.1 sur 2 ou 3 feuilles entières) sont 

repris dans un volume final de 100µl du tampon de digestion adéquat et placés dans la glace 

pendant 3-4 heures. Ensuite, 5 unités d’enzyme sont ajoutées et le tube est incubé à 37°C 

pendant environ 6 heures. 10 unités d’enzyme sont alors rajoutées et le tube est laissé à 

incuber toute la nuit. Un nouvel ajout de 5 unités est effectué le lendemain et la digestion est 

encore maintenue 3-4 heures. 

L’ADNg digéré est alors purifié par une extraction au chloroforme et précipité depuis la 

phase aqueuse résultante par 1/10ème de volume d’acétate de Na 3M pH : 5,2 et 2 volumes 

d’éthanol. Après deux lavages à l’éthanol 70%, le culot d’ADNg est repris dans 30µl. Les 

produits de digestion sont séparés par électrophorèse sur un gel d’agarose 0,8% (w/v) 

(Matériel et Méthodes § 1.2) pendant la nuit sous une tension de 30V. Le gel coloré au 

bromure d’éthidium est ensuite photographié avant d’être traité 30 minutes successivement 

dans des bains d’HCl 0,25N, d’une solution 0,5M Tris HCl pH : 7, et 1,5M NaCl et de 

10xSSC (NaCl 87,65g/l, citrate de Na 44.1g/l, pH : 7) avec un rinçage rapide à l’eau distillée 

entre chaque solution. Le gel est enfin mis à transférer sur membrane de nitrocellulose dans 

du tampon 10xSSC toute la nuit. La membrane est ensuite rincée 5 minutes dans du 5xSSC 

puis incubée à 80°C pendant une demi heure pour fixer l’ADNg. La membrane est ensuite 

traitée comme indiqué au paragraphe 5.4 du Matériel et Méthodes pour le northern. 
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5.3 EXTRACTION DES ARN TOTAUX D’ARABIDOPSIS THALIANA  

Les ARN provenant de tissus d’Arabidopsis thaliana ont été extraits soit à l’aide des kits 

RNeasy de Qiagen ou TriReagent de MRC selon les recommandations du fournisseur, soit 

d’après le protocole suivant (« Preparation of RNA, Methods in Molecular Biology, Vol 82 : 

Arabidopsis protocols p.85») : 

Les échantillons sont broyés dans de l’azote liquide. Pour environ 500µl de poudre 

d’échantillon, 550µl de tampon d’extraction (0,2M Tris-HCl pH 9, 0,4M LiCl, 25mM EDTA, 

1% SDS) sont ajoutés et le tube est vortexé jusqu’à homogénéisation. 500µl de phénol saturé 

en eau sont ensuite ajoutés et l’émulsion produite en vortexant est placée à 4°C pendant la 

préparation des échantillons suivants. Après une centrifugation de 2 minutes à 12000rpm à 

température ambiante, une deuxième extraction au phénol est effectuée. La phase aqueuse est 

récupérée dans un nouveau tube et 550µl de chloroforme sont ajoutés, puis le tube est vortexé 

et centrifugé. La phase aqueuse est de nouveau récupérée dans un tube propre et les ARN sont 

précipités avec 50µl d’acétate de Na 3M pH : 5,3 et 1ml d’éthanol 5 minutes à –80°C. Après 

une centrifugation de 5 minutes à 12000rpm à 4°C, le surnageant est éliminé et le culot est 

solubilisé dans 300µl de LiCl 2M, puis le tube est placé dans la glace 10 à 30 minutes. Suite à 

une centrifugation de 5 minutes à 12000rpm à 4°C, le surnageant est éliminé et le culot est 

repris dans 300µl d’eau stérile autoclavée puis reprécipité avec 30µl d’acétate de Na 3M pH : 

5,3 et 600µl d’éthanol pendant 5 minutes à –80°C. Après une centrifugation de 5 minutes à 

12000rpm à 4°C, le surnageant est éliminé puis le culot est rincé à l’éthanol 70%, séché et 

repris dans environ 50µl d’eau distillée autoclavée. 

Les ARN totaux, analysés par northern blot, ont été extraits grâce à un protocole utilisant un 

inhibiteur de RNase : l’acide aurin tricarboxylique (ATA). Les échantillons broyés dans de 

l’azote liquide et 500µl de poudre sont homogénéisés dans 1ml de tampon (Tris HCl pH : 8 

50mM, NaCl 300mM, EDTA 5mM, SDS 2%, ATA 2mM, et juste avant utilisation β-

mercaptoéthanol 14mM). Après incubation à 4°C dans un bac à glace pendant 10 minutes 

140µl de KCl 3M refroidis à 4°C sont ajoutés dans les tubes qui sont remis à 4°C pendant 15 

minutes. Suite à une centrifugation de 10 minutes à 12 000rpm, le surnageant est transféré 

dans un tube propre avec 400µl de LiCl 8M pour une nuit de précipitation à –20°C. Une autre 

centrifugation de 10 minutes à 12 000rpm permet de sédimenter les ARN qui sont ensuite 

repris dans 400µl d’une solution d’ATA à 2mM. Après une extraction avec 600µl de phénol, 

la phase aqueuse subit une précipitation avec 40µl de d’acétate de Na 3M et 800µl d’éthanol. 
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Le culot obtenu est enfin lavé à l’éthanol 80%, séché puis repris dans 20µl d’une solution 

d’ATA à 2mM. 

5.4 NORTHERN BLOT 

5.4.1 Gel et transfert 

Pour chaque échantillon, 5 à 10µg d’ARN sont repris dans un volume de 10µl auquel sont 

ajoutés 30µl de tampon de charge (5ml formamide déionisée, 1,75ml formaldéhyde, 500µl 

tampon de migration 10X (voir plus bas), 450µl d’eau, 50µl de bromure d’éthidium à 

10mg/ml, 1ml bleu (5ml glycérol, 20µl EDTA 0,5M, bleu de bromophénol)). Après une 

dénaturation de 3 minutes à 65°C, les échantillons sont refroidis dans la glace avant d’être 

chargés sur gel d’agarose 1% contenant du tampon de migration 1x (tampon 10X : MOPS 

200mM, acétate de Na 50mM, EDTA 2mM, pH : 7) et 2,5% (v/v) de formaldéhyde 37%. 

Après migration dans du tampon de migration 1X, les ARN sont transférés par capillarité sur 

membrane de nitrocellulose dans du tampon SSC 10X toute la nuit. La membrane est ensuite 

rincée 5 minutes dans du 5xSSC, puis incubée à 80°C pendant une demi heure pour fixer les 

ARN.  

5.4.2 Marquage radioactif de la sonde par amorçage aléatoire 

Une sonde spécifique du gène à étudier est obtenue par marquage radioactif au α32P-dCTP 

avec le kit de marquage « Prime a Gene » de chez Promega d’après les recommandations du 

fournisseur. 

5.4.3 Purification de la sonde 

La sonde est purifiée sur colonne Sephadex G25 Pharmacia-Amersham (préparée dans du 

tampon TE : Tris 10mM, EDTA 1mM, pH : 7). Pour cela, du bleu dextran est ajouté à la 

sonde avant dépôt sur la colonne. Lors de l’élution avec du tampon TE, la fraction contenant 

la sonde marquée migrant avec le bleu est récupérée dans un tube à part. Elle est dénaturée à 

100°C pendant 5 minutes et refroidie dans la glace avant d’être utilisée pour l’hybridation. 

5.4.4 Hybridation et révélation 

La membrane humidifiée avec de l’eau distillée autoclavée est insérée dans un tube et mise à 

préhybrider dans un tampon de préhybridation (6xSSC, 1x Dernhardt’s (solution 50x : 1% 

ficoll, 1% PVP, 1% BSA), 0,1% SDS, ADN de sperme de hareng 20mg/100ml Sigma) dans 
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un four à 65°C (ou 55°C suivant la sonde utilisée) avec agitation pendant une heure. La sonde 

marquée et purifiée est alors ajoutée au tampon de préhybridation et la membrane est laissée 

en hybridation toute la nuit. La membrane est ensuite lavée deux fois dix minutes dans un 

tampon 2xSSC, 0,1% SDS, puis encore deux fois dans un tampon 0,2xSSC, 0,1% SDS, ceci à 

une température identique à la température d’hybridation. Après emballage dans un film 

plastique, elle est finalement exposée avec un film autoradiographique Kodak Biomax MR-1 

à -80°C dans une cassette contenant deux écrans intensifieurs Kodak (Biomax MS 

intensifying screen) jusqu’à apparition d’un signal (7 à 48 heures). 

5.5 TRANSCRIPTION INVERSE 

Les ARN totaux sont utilisés à raison de 1 à 4µg pour les réactions de reverse transcription 

avec de la MMLV (GibcoBRL) selon les recommandations du fournisseur. Afin de vérifier 

que les échantillons ne contiennent pas de contamination par de l’ADN génomique, une PCR 

est réalisée sur une fraction des ARN. Afin de limiter la dégradation des ARN, 40 unités 

d’inhibiteur de RNase (RNaseOUT Invitrogen) sont ajoutées à la réaction. 

5.6 PCR (RÉACTION EN CHAINE DE LA POLYMÉRASE) 

Environ un nanogramme d’ADNg ou 1 à 4 µl de RT sont utilisé par réaction de PCR de 

25µl. Les PCR sont effectuées avec de la Taq polymérase provenant de Invitrogen selon les 

recommandations du fournisseur. La concentration des amorces oligonucléotidiques est 

d’environ 10µM chacune et nous utilisons une concentration de MgCl2 de 2,5mM. La 

température d’hybridation est généralement de 55°C (adaptée selon le Tm de 

l’oligonucléotide) et le nombre de cycles effectués peut varier de 20 à 35 (30 en général). 

Un cycle PCR est composé classiquement de : 

Dénaturation 45s 

Hybridation 30s 

Élongation 30s (pour une élongation de 500pb) 
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5.7 DÉTERMINATION DE L’EXTRÉMITÉ 5’ D’UN TRANSCRIT PAR 

EXTENSION D’AMORCE 

5.7.1 Marquage de l’oligonucléotide amorce 

A environ 100 ng d’oligonucléotide, sont ajoutés 5 µL de γ32P-ATP, 1 µL de tampon 10x, 1 

µL de T4 PNK (Polynucleotide Kinase), soit un volume final de 10 µL. L’ensemble est incubé 

1 heure à 37°C. Pour purifier l’oligonucléotide : une colonne de 1 mL (seringue) de billes de 

Séphadex G-25 ou G-50 (2g de Séphadex dans 150 µL TE, incuber une nuit à température 

ambiante, puis conservation à 4°C) est utlisée. Pour arrêter la réaction : compléter le volume 

réactionnel à 200 µL avec du TE (10 mM Tris HCl pH8, 1 mM EDTA) ; ces 200 µL sont 

déposés sur la colonne (jeter ce qui en sort) et ajouter 300 µL de TE, récupérer le « passage » 

dans un tube Eppendorf noté 1, ajouter 350 µL de TE et récupérer le « passage » dans un tube 

Eppendorf noté 2, et enfin, ajouter 350 µL TE, récupérer le « passage » dans un tube 

Eppendorf noté 3. Il est important d’arrêter avant que la couleur rose du γ32P-ATP ne sorte de 

la colonne. Puis compter les cpm de chacun des 3 tubes et utiliser les plus radioactif. 

5.7.2 Séquençage manuel 

Le protocole utilisé est celui du kit de séquençage manuel (kit T7 sequencing Kit ; USB). 2 

µg d’ADN plasmidique (insert dans le vecteur TOPO PCR 2.1 (Invitrogen)) dilué dans un 

volume final de 32 µL sont dénaturés pendant 10 min à température ambiante, après ajout de 

8 µL de NaOH 2M. Puis l’ADN est précipité par ajout de 7 µL d’acétate de sodium 3M pH 

4,8, de 4 µL d’H2O et de 120 µL d’éthanol 100 %. Centrifuger 15 minutes à 14000 rpm et à 

4°C, laver et sécher le culot. Puis reprendre ce dernier dans 10 µL H2O, ajouter 1 µL amorce 

spécifique, puis 1 µL H2O et enfin 2 µL de tampon d’hybridation (14 µL final), agiter au 

Vortex et centrifuger légèrement et mettre 5 min à 65°C, puis 10 min à 37°C, et au moins 5 

minutes à température ambiante, puis faire une petite centrifugation afin de récupérer tout le 

volume réactionnel. Nommer 4 tubes Eppendorf : A, C, G et T, y mettre 2,5 µL de chacun des 

« mix-short » correspondant. Le marquage se fait ainsi: aux 14 µL, ajouter 3 µL de tampon de 

marquage dCTP, puis 1 µL de dCTP marqué, 2 µL de tampon de dilution et 0,5 µL T7 DNA 

Polymerase ; mélanger en pipetant, faire une petite centrifugation et laisser 5 min à 

température ambiante. Puis mettre les 4 tubes à 37°C pour 1 minute au moins, ajouter 4,5 µL 

de la réaction dans chacun d’eux et mettre 10 minutes à 37°C. Arrêter la réaction en ajoutant 

5µL de solution « Stop » (97,5 % formamide, 10 mM EDTA, 0,3% bleu de bromophénol, 0,3 
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% xylène cyanol). Déposer 2 µL environ de chaque réaction, après avoir chauffer les quantités 

nécessaires 2 minutes à 75-80°C. Stocker le reste à –20°C. 

5.7.3 Extension d’amorce 

La quantité d’ARN varie selon le degré d’expression du gène à étudier : il faut que l’amorce 

marquée soit en excès. Pour les ARN de gènes plastidiaux, 10 µg d’ARN totaux suffisent en 

général. Prendre 5 µL ARN à 2 µg.µL-1, ajouter 2 µL d’oligonucléotides marqués (soit environ 

100000 cpm) et de l’H2O qsp 14,5 µL. Dénaturer 10 minutes à 65°C, puis 5 minutes dans la 

glace. Pour l’hybridation placer le tube pendant 20 minutes à Tm-5°C, puis les placer dans la 

glace. Pour la transcription inverse : au volume réactionnel de 14,5 µL, ajouter 1 µL de 

dNTPs 10 mM, 5 µL de tampon « first strand » 5x, 1 µL d’inhibiteur de Rnase, 2,5 µL DTT 

0,1 M et 0,5 µL de Superscript II (Invitrogen ; 100 U). La réaction a lieu pendant 1 heure à 

42°C. Pour l’arrêter, placer les tubes 15 minutes à 70°C. Puis ajouter 1 µL « RNase DNase 

free » et laisser pendant 30 minutes à 37°C. Ajouter 150 µL TE, puis 200 µL de 

phénol/chloroforme, agiter au Vortex et centrifuger 5 minutes à 12000 rpm. A la phase 

aqueuse récupérée, ajouter 20 µL d’acétate de sodium 3M, 400 µL éthanol 100 % et précipiter 

les ADNc une nuit à –20°C. Centrifuger 15 minutes à 14000 g, laver le culot à l’éthanol 70 % 

et le sécher. Puis le reprendre dans 3 µL TE, ajouter 5 µL de bleu stop, chauffer 4 min à 85°C 

et déposer sur le gel. 

5.7.4 Gel d’électrophorèse de séquences manuel et d’extension d’amorces 

Une des deux plaques est traitée avec du dimethyl Dichloro Silane afin d’éviter que le gel 

colle aux plaques de verre. Pour le matériel utilisé au laboratoire le volume suffisant est de 30 

mL, soit 12,6 g d’urée dans un bécher, 3 mL de TBE 10x, 4,5 mL d’acrylamide 19/1 40 % (6 

% final), 150 µL APS 10 %, 12 µL TEMED et H2O qsp 30 mL. Couler le gel sans bulles entre 

les plaques à l’aide d’une seringue, et vérifier la polymérisation grâce au reste conservé dans 

le bécher. L’électrophorèse se déroule sous une puissance de 20W (≈ 2000 V/ 20 mA) dans du 

TBE-S 1x (45 mM Tris borate, pH 8,3, 0,5 mM EDTA). 
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6 ANALYSE DES PROTÉINES 

6.1 EXTRACTION DES PROTÉINES 

6.1.1 Extraction à partir de feuilles d’Arabidopsis thaliana 

Les protéines de feuilles d’Arabidopsis thaliana sont extraites en présence d’un tampon 

« Laemli » (0.1M Tris pH : 6,8, SDS 5%, glycérol 20%, bleu de bromophénol, et avant 

utilisation 50µl/ml de β-mercaptoéthanol). Les échantillons broyés dans de l’azote liquide 

sont homogénéisés dans 300µl de tampon « Laemli », incubés 5 minutes à 100°C et 

centrifugés 5 minutes à 12 000rpm. Le tampon contenant les protéines est ensuite transféré 

dans un tube propre en prenant garde à ne pas pipeter les débris cellulaires sédimentés au fond 

du tube. 

6.1.2 Extraction à partir de chloroplaste d’Arabidopsis thaliana 

L’équivalent d’une boîte de Pétri de plantules de 15 jours d’Arabidopsis thaliana est broyé 

dans un mixeur 3 fois 5 secondes en présence d’un tampon HB (sorbitol 0,45M, tricine KOH 

20mM, EDTA 10mM, NaHCO3 10mM, BSA 0,1%, pH : 8,4). Le broyat est filtré sur gaze et 

toile à bluter puis centrifugé 3 minutes à 5000g. Le culot est alors repris délicatement dans 

1ml de tampon RB (sorbitol 0,3M, tricine KOH 20mM, EDTA ,25mM, MgCl2 5mM, pH : 

7,6). Des aliquotes de 200µl de la suspension sont alors centrifugés sur un coussin de 1ml de 

Percoll 40% (Percoll dilué à 40% dans du tampon RB 1x final) 5 minutes à 5000g dans un 

microtube. Les chloroplastes intacts se retrouvent sous le coussin de Percoll. Après aspiration 

du liquide, le culot est repris délicatement dans 500µl de tampon RB et le tube est centrifugé à 

nouveau afin d’éliminer le Percoll. Cette étape est répétée une fois, puis les culots sont 

conservés à –20°C avant utilisation, après solubilisation dans du tampon « Laemli » comme 

indiqué dans le paragraphe précédent. 

6.2 GEL ET ÉLECTROPHORÈSE 

Le gel de séparation (Tris-HCl pH : 8,8 0,5M, SDS 0,1%, acrylamide-bisacrylamide 13,0%-

0,83%, persulfate d'ammonium 0,05% et TEMED 0,05%) est coulé entre les plaques d’un 

système mini-gel Biorad puis recouvert par un peu d’eau distillée. Une fois la polymérisation 

accomplie, l’eau distillée est évacuée et le gel de concentration est coulé (Tris-HCl pH6,8 

125mM, SDS 0,1%, acrylamide-bisacrylamide 7,5%-0,5%, persulfate d'ammonium 0,06% et 
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TEMED 0,2%) en présence du peigne. Dans cette étude, des gels de 12,5 et 15% d’acrylamide 

ont été utilisés. 

Les échantillons sont dénaturés à 100°C pendant 5 minutes puis déposés sur le gel de 

polyacrylamide dénaturant. Un marqueur de taille est déposé dans l’un des puits afin de 

déterminer la masse moléculaire apparente des protéines. L’électrophorèse est conduite à 

30mA par gel sous refroidissement liquide dans un tampon de migration dénaturant 1x (Tris-

HCl pH8,6 25mM, glycine 200mM, SDS 0,1%) pendant environ 1h 30 min. Les protéines du 

gel peuvent être colorées au bleu de Coomassie ou bien transférées sur membrane pour une 

immunodétection 

6.3 TRANSFERT SUR MEMBRANE 

Les protéines séparées par SDS-PAGE peuvent être transférées sur membrane de 0,45mm 

(Millipore; Immobilon-P). Avant transfert, la membrane est trempée dans un bain d’éthanol 

100% pendant 15 secondes. Ensuite, la membrane et les papiers Whatman 3MM sont trempés 

dans un bain de tampon de transfert (Tris-HCl 15mM pH 8,6, glycine 120mM, SDS 0,04%, 

éthanol 20%) pendant 5 minutes. Un sandwich comprenant papier Whatman, gel, membrane, 

papier Whatman est inséré dans l’appareil de transfert et recouvert par du tampon de transfert. 

Le transfert est effectué sous un courant de 200mA pendant 1h15 (selon la concentration du 

gel) et l'efficacité du transfert est déterminée en traitant la membrane par la solution Ponceau-

S 0,5%, acide acétique 1%. 

6.4 TRAITEMENT DE LA MEMBRANE 

La membrane est saturée dans du TBS (Tris 20mM, NaCl pH 7,4 50mM)-Tween 0,1% 

additionné de lait écrémé en poudre à 5% pendant la nuit à 4°C sous agitation afin de bloquer 

les sites non spécifiques de reconnaissance par les anticorps. Après rinçage dans du TBS-

Tween 0,1%, la membrane est incubée dans du TBS-Tween 0,1% + lait écrémé 5% contenant 

l'anticorps primaire à la dilution désirée (1/3000ème pour l’anti HIS-Tag, 1/250ème pour les 

anticorps purifiés anti-FIB1b et anti-FIB3b). La membrane est incubée sous agitation à 

température ambiante pendant 4 heures. Après 6 lavages de 5 minutes dans du TBS-Tween 

0,1%, la membrane est incubée dans une solution contenant l'anticorps secondaire (anti-souris 

ou anti-lapin selon l’organisme dont provient l’anticorps primaire) couplé à la peroxydase de 

Raifort (HRP, BioRad), dilué dans du TBS-Tween 0,1% + lait écrémé 5%, (1/3000ème) 
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pendant une heure sous agitation et à température ambiante. Ensuite la membrane est lavée 6 

fois 5 minutes dans du TBS-Tween 0,1%. 

6.5 DÉTECTION ECL 

L'anticorps secondaire est couplé à la peroxydase de Raifort (HRP). La réaction chimique 

consiste en l'oxydation du luminol par le peroxyde d'hydrogène, catalysé par la HRP, en 

condition alcaline. La luminescence est réalisée en présence de phénols qui amplifient la 

luminosité (environ 1000 fois). La lumière produite par cette réaction de chimioluminescence 

arrive à son apogée après 5 à 20 minutes et décline par la suite avec une demi-vie de 60 

minutes. La lumière est émise à la longueur d'onde de 428nm et est détectée par exposition 

d'un film autoradiographique sensible à la lumière bleue (Kodak Biomax MR-1). La détection 

du signal est effectuée selon les indications du fabriquant du système de détection ECL 

(Amersham Biosciences). 

6.6 DOSAGE DES PROTÉINES 

La quantité de protéines des échantillons est estimée sur gel SDS PAGE en conditions 

dénaturantes et coloration au bleu de Coomassie, ou par dosage des protéines. Dans ce dernier 

cas, le tampon « Laemli » utilisé ne contient pas bleu de bromophénol. 

Les protéines sont dosées selon la méthode de Lowry et al. (1951) en utilisant les systèmes 

Protein Assay ou DC Protein Assay (compatibles avec les détergents) de Biorad selon les 

recommandations du fournisseur pour les micro-essais. Une gamme standard est réalisée à 

l'aide d'une solution de sérum albumine bovine (BioRad) contenant entre 0.2 à 1.5mg/ml de 

protéine. L'absorbance est mesurée à 595nm sur un spectrophotomètre Hitachi U-1100.  

7 ANTICORPS 

Dans cette étude, nous avons utilisé un anticorps commercial anti-His-Tag provenant de chez 

Amersham qui permet de détecter les étiquettes de 6 histidines (« His-Tag ») ajoutées en 

position C-terminale des protéines lors des clonages. Cet anticorps est utilisé en routine à une 

dilution de 1/3000ème. 

Nous avons également utilisé deux anticorps que nous avons fait produire par la firme 

Eurogentec par immunisation de lapins. 
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 Le premier anticorps « anti FIB1b » est dirigé contre la protéine recombinante tronquée en 

N-terminal (protéine partielle des acides aminés 89 à 311 de la fibrilline 1b ; positions 140 à 

la fin sur la figure 6). 

Le second « anti FIB3b » a été réalisé contre deux peptides provenant de la séquence de 

FIB3b. Ces deux peptides ont été choisis en fonction de leur caractère immunogène potentiel 

et de leur spécificité de séquence pour la sous-famille FIB3a,b. 

Peptide FIB3b-1 : -KLLSIRKGDRERLRI- (positions 25 à 39 sur la figure 6). 

Peptide FIB3b-2 : -PLERGATASPDDQL- (positions 148 à 166 sur la figure 6). 

7.1 PURIFICATION DES ANTICORPS 

Les anticorps dirigés contre les fibrillines 1b et 3b ont été purifiés contre leurs protéines 

recombinantes respectives car plusieurs bandes non spécifiques sont détectées chez les plantes 

avec le sérum total, ce qui rend l’interprétation des résultats délicate. 

Les anticorps sont purifiés sur colonne Affi-Gel (Bio-Rad) par affinité. La colonne fixe les 

groupements amines primaires des protéines. Les anticorps sont ensuite purifiés par affinité 

pour la protéine fixée. 

7.1.1 Préparation de la colonne 

Un mg de protéine est mis en présence de 1ml de résine Affi-Gel (Affi-Gel 10 si le 6,5<pI 

protéine<11, Affi-Gel 15 si le pI protéine<6,5) préalablement lavée dans de l’HEPES 20mM 

pH : 8 pendant la nuit à 4°C (pour un volume final < 2,5ml). Les sites réactifs n’ayant pas fixé 

la protéine antigène (Ag) sont bloqués pendant 1 à 2 heures par du Tris 1M pH : 8. La colonne 

est ensuite lavée par 2 volumes de tampon BC500 (200mM Tris pH : 7,2, 20% (v/v) glycérol, 

0,2mM EDTA, 10mM β-mercaptoéthanol, 50mM NaCl), puis équilibrée dans du tampon PBS 

(Matériel et Méthodes § 1.2). 

7.1.2 Préparation du sérum 

15ml de sérum sont centrifugés 30 minutes à 15000g après avoir inactivé le complément par 

une incubation 30 minutes à 56°C. 

7.1.3 Purification 

Le sérum clarifié est passé 3 fois sur la colonne. Cette dernière est lavée avec 20 volumes de 

tampon BC500, puis avec 1 volume de tampon PBS. 
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L’élution de l’anticorps est effectuée par 5 à 6 fractions de 900µl d’une solution de glycine 

0,1M pH : 2,5 que l’on récolte dans un tube contenant 100µl d’une solution de Tris 1M pH : 

8. Les fractions sont ensuite testées par dosage des protéines (Matériel et Méthodes § 6.6). 

Les anticorps purifiés sont utilisés au 1/250ème. 

8 DOSAGE QUANTITATIF DE L’ACTIVITÉ LUCIFÉRASE 

Principe : l’enzyme luciférase hydrolyse son substrat : la luciférine, en produisant une 

émission de lumière avec un pic à 562nm. La lumière émise peu être quantifiée à l’aide d’un 

luminomètre. 

Les échantillons sont broyés dans de l’azote liquide et homogénéisés dans un tampon CCLR 

(100mM phosphate de K pH : 7,8, 1mM EDTA pH : 8, 1% Triton X100, 10% glycérol, β-

mercaptoéthanol). Après centrifugation 8 minutes à 12 000rpm, le surnageant est transféré 

dans un tube propre et utilisé pour les mesures quantitatives des activités luciférase et 

glucuronidase. 

Le dosage des protéines est réalisé avec le système DC Protein Assay de Biorad (compatible 

avec les détergents) selon les recommandations du fournisseur. 

Les mesures de l’activité luciférase de 10µl d’échantillon ajoutés à 100µl de mélange 

réactionnel Promega sont réalisées à l’aide un luminomètre (C Delta Life Prodermat). Les 

mesures sont effectuées 3 fois pendant 10 secondes avec un intervalle de 5 secondes entre 

chaque mesure. 

Les résultats sont ramenés à la concentration en protéine des échantillons et exprimés en 

RLU/mg protéine (unités de lumière relative). 

Une cinétique « standard » a été effectuée avec de la luciférase recombinante (Promega) afin 

de vérifier la linéarité des mesures sur la gamme de valeur utilisée. 

9 DOSAGE QUANTITATIF DE L’ACTIVITÉ β-GLUCURONIDASE 

Principe : le substrat 4-méthylumbelliferyl β-D glucuronide (MUG, GibCoBRL) est 

hydrolysé par la glucuronidase (codée par le gène GUS) à 37°C en un composé fluorescent, le 

4-méthylumbelliferone (4-MU, GibCoBRL). 

Des tubes contenant 400µl de tampon GUS (Na2PO4 1M pH : 7 50mM, EDTA pH :8 

10mM, 1%0 triton x100, pH : 7, β-mercaptoéthanol 10mM) additionnés de 100µl de MUG 

5mM sont préchauffés à 37°C. 10µl d’extrait de protéines (paragraphe précédent) sont ajoutés 
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et le tube est vortexé. Des prélèvements de 100µl sont transférés chacun dans un tube 

contenant 1,9ml de Na2CO3 afin de stopper la réaction enzymatique, ceci pour les temps 0, 15, 

30 et 45 minutes. 

10 COLORATION GUS HISTOCHIMIQUE 

Principe : la glucuronidase hydrolyse le X-GLUC à 37°C et donne un composé bleu 

aisément observable. 

Les colorations GUS histochimiques sont réalisées avec un tampon de composition 

suivante : phosphate de Na pH : 7 100mM, EDTA pH : 8 10mM, Triton X100 0,1%, 

ferricyanide de K 1mM, ferrocyanide de K 1mM, X-GLUC (Euromedex) 0,5mg/ml. Les 

échantillons baignant dans le tampon de coloration subissent une infiltration sous vide 

pendant 5 minutes et sont ensuite incubés à 37°C pendant 8 à 14 heures. La coloration bleue 

est ensuite fixée pendant une demi-heure avec agitation dans une solution de fixation 

(formaldéhyde 1,5% (v/v), acide acétique 4% (v/v), éthanol 28,5% (v/v), eau). La 

décoloration est ensuite réalisée par incubation dans des bains d’éthanol successifs. 

11 LUMINESCENCE LUCIFÉRASE IN VIVO 

Principe : l’enzyme luciférase hydrolyse son substrat : la luciférine, en produisant une 

émission de lumière avec un pic à 562nm. 

L’activité de la luciférase est mesurée in vivo grâce à la caméra ICCD (Intensified Charged 

Coupled Device ou dispositif de coulage de charge intensifié) d’un système Dual MCP ISIS 

III de Photonics Science. 

Une solution aqueuse de luciférine (sel de potassium, Promega) à 0,5mM avec du Triton 

X100 (0,00005 % (v/v)) est pulvérisée sur l’échantillon et après 5 minutes de pénétration du 

substrat, l’échantillon est placé dans la boîte noire de la caméra. Une photo en lumière visible 

(images 8 bits) de l’échantillon est prise, puis la lumière de la boîte noire est éteinte et une 

photo de l’activité de la luciférase de l’échantillon (images 16 bits dont chaque pixel peut 

prendre une valeur comprise entre 0 et 65535 selon l’intensité lumineuse enregistrée) est 

prise. L’image générée lors de la mesure de la luminescence de la luciférase correspond à la 

superposition de 1000 images afin d’obtenir un signal suffisamment important pour être 

visualisé. 
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12 ANALYSE DES PIGMENTS PAR HPLC 

50 à 100mg de feuilles d’Arabidopsis thaliana sont lyophilisés. Les échantillons sont ensuite 

incubés à l’obscurité et à 4°C dans du diméthylformamide (DMF) (Carlo-Erba) qualité HPLC 

(200µl/50mg de poids frais) pendant 2 à 3 jours. Le tube est ensuite centrifugé 15 minutes à 

12000rpm et le surnageant est transféré dans un nouveau tube. L’échantillon subit alors une 

deuxième centrifugation pour bien éliminer les débris et le surnageant est transféré dans un 

petit flacon pour HPLC. La composition en pigments de 50µl d’échantillon est analysée par 

HPLC (Varian ProStar 240) sur colonne C18 avec une phase mobile initiale contenant 15 % 

d’eau et 85 % de solvant organique (acétonitrile 75 % / méthanol 25 %). L’élution est réalisée 

par un gradient où le solvant organique atteint 100%. Les analyses de chacune des lignées ont 

été réalisées en duplicats. 

13 ANALYSE INFORMATIQUE 

Les prédictions de localisation subcellulaire des fibrillines ont été effectuées grâce aux 

logiciels TargetP (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/). D’autres logiciels ont été 

consultés : Predotar (http://genoplante-info.infobiogen.fr/predotar/), ChloroP 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/) Psort (http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp/form.html) et 

MitoProt (http://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html). 

Toutes les manipulations de séquences ont été réalisées grâce au logiciel Bioedit 

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). Les alignements générés ont été produits 

par le logiciel ClustalW intégré à BioEdit. Les calculs des arbres phylogénétiques avec 

bootstrap présentés ici ont étés aussi réalisés par ClustalW intégré à BioEdit. Le même type 

d’étude a été réalisé grâce au package de phylogénie Phylip 

(http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/phylogeny/phylip-fr.html) afin d’utiliser différentes 

méthodes. Le graphique de l’arbre est quand à lui dessiné à partir de Phylodendron disponible 

à l’adresse suivante : http://iubio.bio.indiana.edu/treeapp/treeprint-form.html. 

Les données d’analyses microarray proviennent de deux sites : 

https://www.genevestigator.ethz.ch 

http://rarge.gsc.riken.jp/ 

http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/
http://genoplante-info.infobiogen.fr/predotar/
http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/
http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp/form.html
http://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html
http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html
http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/phylogeny/phylip-fr.html
http://iubio.bio.indiana.edu/treeapp/treeprint-form.html
https://www.genevestigator.ethz.ch
http://rarge.gsc.riken.jp/
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14 OLIGONUCLÉOTIDES 

Gène Amorce Séquence 5'------->3'
Dir GAATTCGGATCC ATGGCGACGGTACCATTGTTC
Rev AGATCTCTTTCGCCTCTCCGTCTC
Dir GAATTCGGATCC ATGGCGACGGTACAATTGTC
Rev AGATCTCTTTCGCCTCTCCGTCTC
Dir GAATTCGGATCC ATGGCTACGCTCTTCACCGTCG
Rev AGATCTTTTCAGCTCCCAAGTCGG
Dir ATGGCTTTACCTTCGTGC
Rev AGATCTTTTGAGCTGTTTCTGTTTCTCAGC
Dir AGATCTCTTTCGCCTCTCCGTCTC
Rev AGATCTTTTCAGCTCCCAAGTCGG
Dir GAATTCGGATCCATGGCGACGGTACCATTGTTC
Rev GTCGACTCTAGACTAGTAAACATAGACAGATGGG
Dir GAATTCGGATCCATGGCGACGGTACAATTGTC
Rev GTCGACGAGCTCAACACAACGACAAGAGAGAGAC
Dir GAATTCGGATCCATGGCTACGCTCTTCACCGTCG
Rev CTCGAGGTCGACCGGTTTTTACATGAAGCCTGC
Dir ATGGCTTTACCTTCGTGC
Rev CTCGAGGTCGACTATGATGGATGGCTCGGTACC
Dir AGATCTCTTTCGCCTCTCCGTCTC
Rev AGATCTTTTCAGCTCCCAAGTCGG
Dir TAAGCATGC CGTTCGCTCGTGGATTCGTTG

Rev TAACTGCAG TCAAGGATTCAAGAGAGGGCT
Dir TCCCAGAATCGCTAAGATTGCC
Rev CCTTTCCCTTAAGCTCTG
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Tableau 7 : Amorces oligonucléotidiques utilisés dans cette étude.
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Carte du vecteur pGEM-T Easy 

 

Carte du vecteur pBluescript 
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Carte du vecteur pET-23a(+) 
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Carte du vecteur de transformation binaire dérivé d’un vecteur pBIN19, utilisé pour produire les plantes 

transgéniques pFIB::GUS pFIB::LUC d’Arabidopsis thaliana utilisée lors de la mutagenèse 
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Figure 52 : Induction du promoteur pFIB de poivron (activité luciférase) chez la lignée 

transgénique 26J d'Arabidopsis thaliana soumise (B) ou non (A) à un stress 

d'exposition aux UV (et déshydratation) d'une heure à 4°c avec une période de 

récupération de 3 jours. (p.78) 
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Figure 53 : Induction du promoteur pFIB de poivron chez des plantules de 15 jours de 

mutants EMS d’Arabidopsis thaliana, 3 jours après un stress d’exposition aux 

UV d'une heure à 4°C. (p.78) 

 

Tableau 1 : Principales caractéristiques des protéines de type fibrillines d'Arabidopsis 

thaliana. (p.36) 

Tableau 2 : Orthologues des gènes fibrillines d'Arabidopsis thaliana chez le riz et chez 

différentes cyanobactéries. (p.39) 

Tableau 3 : Taux de similarité entre les protéines FIB de plantes et les protéines de la sous-

famille 1-2 d’Arabidopsis thaliana. (p.43) 

Tableau 4 : Analyse de la variation d’expression de gènes FIB en conditions de stress par 
puce à ADN. (p.52) 

Tableau 5 : Ségrégation de lignées indépendantes transformées par pFIB::GUS pFIB::LUC 

et de leur descendance selon la résistance à la kanamycine. (p.72) 

Tableau 6 : Essais quantitatifs d’activités glucuronidase et luciférase chez des plantules 

d’Arabidopsis thaliana de 7 jours ayant subi un stress de déshydratation ou salin 

pendant 5 heures. (p.76) 

Tableau 7 : Amorces oligonucléotidiques utilisées dans cette étude. (p.110) 
 
 

NOMS COMMUNS DES PLANTES CITÉES 

Arabidopsis thaliana Arabette des dames (At) 
Brassica napus Colza 
Brassica rapa Choux rave (Br) 
Capsicum annum Poivron (Ca) 
Citrus unshiu Mandarine (Cu) 
Cucumis sativus Concombre (Cs) 
Hordeum vulgare Orge 
Lycopersicon esculentum Tomate (Le) 
Nicotiana tabacum Tabac 
Oryza sativa Riz (Os) 
Pisum sativum Pois (Ps) 
Solanum tuberosum  Pomme de terre 
Zea maïs Maïs 
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ABSTRACT: Plastid lipid-associated proteins of the fibrillin type have been found in a number of plants,
but beyond their structural role in carotenoid-storing fibrils in chromoplasts, their functions remain poorly
understood. We have identified 13 genes encoding members of this family in Arabidopsis. Some genes
can be grouped in subfamilies of closer sequence similarity. Fibrillin polypeptides share typical signa-
tures and potential functional domains, but appear quite diverse when other parameters are considered,
namely their molecular weight, pI, or hydrophobic profiles. Most of these genes show differential expres-
sion when stress- or organ-related expression is examined. An evolutionary scheme for fibrillin-related
genes can be proposed. Three Arabidopsis fibrillin genes originate from relatively recent duplications,
and are not found in the rice genome, which has ten orthologues. Four genes are found in a red alga.
A diverse situation is found in cyanobacteria. �-cyanobacteria have one orthologue of one plant gene
and, in some species, a second gene (without plant orthologue). �-Cyanobacteria have either one or
two members of a third gene subfamily (without plant orthologue) or no such gene at all (in species
adapted to low light). This suggests that plants multiplied their fibrillin genes from an ancestral gene that
still has a relative in some cyanobacteria.

Keywords: Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Cyanobacterium, Stress, Evolution, Multigene Family.

1. INTRODUCTION

The name fibrillin was originally proposed for a plant
protein identified in ripening Capsicum annuum fruit [1].
Its demonstrated function is the storage of excess
carotenoid pigments in specific lipoprotein structures (fib-
rils) within chromoplasts. In these structures, fibrillin is
in contact with polar lipids/carotenoids and allows these
structures to remain in suspension in an aqueous envi-
ronment. A second postulated function for this protein
is related to stress. Fibrillin accumulates in leaves under
photo-oxidative stress [2, 3]. Upon associating with thy-
lakoids, these proteins may contribute to the tolerance of
the photosynthetic apparatus to stress conditions. However,
fibrillin homologues have also been found in association
with plastid lipid structures in numerous cases that are not

∗Author to whom correspondence should be addressed.

obviously related to stress [4–7]. In addition, overexpres-
sion of C. annuum fibrillin influences tobacco development
under mild environmental conditions [8].

The plastid lipid-associated proteins of the fibrillin type
may have originally been involved in the stabilization
of lipid structures. Evolution may have selected them
as contributors for protection against various stresses in
many higher plants [9], and later in a few plants for
carotenoid storage in chromoplastic lipoprotein structures
(for a review, see [10]). However, this view is currently
clouded for a number of reasons. First, a number of related
polypeptides have been identified in various species, but
have been given different names (see above-mentioned ref-
erences). Second, several more or less related polypep-
tides/genes can be found within a species [11]. Therefore,
it is necessary to organize the available genomic data on
related fibrillin sequences. Our aim is to shed light on
the subcellular location and the redundancy/specificity of

J. Genome Sci. Tech. 2004, Vol. 3, No. 1 1551-7551/2004/01/019/010/$17.00+.25 doi:10.1166/gl.2004.038 19
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the encoded polypeptides, and to identify the genes that
have been conserved through evolution (because they have
essential functions) and those that arose later (possibly
because they may have specialized functions).

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. In Silico Analysis

Homology searches were run at www.ncbi.nlm.nih.gov/
BLAST. Predictions for chloroplast transit peptides and
their cleavage sites were based on ChloroP [12] run at
www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP, or TargetP [13] run at
www.cbs.dtu.dk/services/TargetP. Multisequence align-
ments and phylogenic trees were calculated with the use
of ClustalW1.8 integrated in Bioedit (www.mbio.ncsu.edu/
BioEdit/bioedit.html) and drawn with Phylodendron (http://
iubio.bio.indiana.edu/treeapp/treeprint-sample1.html). Phy-
logenic trees were also inferred with the use of the Phylip
package (http://kun.homelinux.com/Pise/5.a/phylip.html),
by both the parsimony and neighbor joining methods. Boot-
strap values indicate (in %) the number of times a branch
was detected out of 1000 replicates. Gene expression data
were extracted from www.arabidopsis.org/tools/bulk/micro-
array/index.jsp (organs) and http://rarge.gsc.riken.go.jp/
microarray/microarray_data.pl (stress). The references
[14–16] describe the methodology used to produce the raw
data and their statistical analysis. Data relevant to fibrillin
genes were compiled manually.

2.2. Plant Cultures and Treatments

Arabidopsis thaliana (ecotype Columbia) was grown in
a growth chamber at 24 �C under a 16-h light–8-h dark
photoperiod. For gene expression experiments, organs of
adult plants and from detached leaves incubated on water
at 24 �C, 4 �C, 24 �C + wounding of the leaf blade, and
at 24 �C without water (drought).

2.3. Molecular Methods

Arabidopsis genomic DNA was extracted with the
cetyltrimethylammonium bromide method. Polymerase
chain reaction (PCR) assays were run with Taq pol (Invit-
rogen) as recommended by the supplier, in the presence
of 0.4 �M of each oligonucleotide and 2.5 mM MgCl2.
The cycle number was routinely 30 and the hybridization
temperature was 55 �C.

RNA was extracted with the TriReagent kit (MRC).
Total RNA (2–4 �g) was used in a reverse transcription
(RT) reaction catalyzed by Moloney murine leukemia virus
(Gibco-BRL) as recommended by the supplier. Approx-
imately 1/20th of the RT reaction was used for PCR
amplification. The following oligonucleotides were used for
amplification of “long” FIB3b cDNA (see Section 3.4):

F: GGATCCATGTCTCATGTCTGGTTCCATGACCT-
TTCTACATTG

R: CAAGCGATTTTAAGTATGTATGATAGCTCG

The following oligonucleotides were used for amplifica-
tion of a genomic DNA segment encompassing the 3′ end
of FIB3a and the 5′ end of FIB3b:

F: CCCACTTATCGAATCCCTCTT
R: TTCAAGAGGCTCAATGGCTTC (in Columbia and

WS)
R: TCTAGATTTGAGCTGTTTCCGCTTCTCGGC (in

Columbia and Landsberg erecta)

RNA gel blots were produced after electrophoretic separa-
tion on formaldehyde–1% agarose gels of 15 �g total RNA
and transfer onto nitrocellulose. Blots were hybridized at
55 �C to PCR-amplified probes radiolabeled in the presence
of [�-32P]dCTP (Promega Prime-a-gene kit). The follow-
ing oligonucleotides were used:

FIB1a, F: GGAAGCTCTCTCTTAAACCC
FIB1a, R: CAAACCCATAACTGGCCTGTTC
FIB1b, F: GCCCTCTCTTGAATCCTTGAACTTGG
FIB1b, R: GACACATTTCATAGGCCATAGACG
FIB2, F: ATGGCTACGCTCTTCACCGTCG
FIB2, R: AGATCTGAGCTCAAGCAGAGAGCTTCC.

The FIB1a and FIB1b probes correspond mainly to the
3′ end untranslated region of the genes.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Properties of Plastid Lipid-Associated
Proteins of the Fibrillin Type in Arabidopsis

Arabidopsis [17] possesses 13 genes showing sequence
homology to fibrillin genes (Table 1). All encoded FIB pre-
cursor polypeptides are predicted to possess an N-terminal
transit peptide for targeting to the plastid. This prediction
is confirmed by the identification of seven of them in the
chloroplast proteome [18]. None of them were found in the
mitochondrial proteome [19]. However, the chloroplastic
location of FIB9 appears less certain, inasmuch as its tran-
sit peptide is unusually short (Table 1). In addition, nine
FIB polypeptides have been found in the thylakoid mem-
brane of Arabidopsis [20]. None of them were found in the
plastid envelope [21].

Table 1 compiles data indicating diversity among FIB
polypeptides, raising the question of the specificity of each
of them. The calculated molecular mass of the mature
polypeptides (assuming cleavage of a targeting signal pep-
tide) or experimentally determined molecular mass (when
available; [20]) range from 21 to 42 kDa. The highest
determined molecular masses appear to be slightly over-
estimated, as already observed for the fibrillin polypeptide
from C. annuum [1]. Table 1 also presents predicted or
experimentally determined (when available; [20]) pI values,
which distinguish three classes (pI around 5, 7, or 9).

Despite these disparities, multisequence alignment of
the Arabidopsis FIB polypeptides (Fig. 1) confirms that
they all belong to a family, inasmuch as they share three
blocks of homology in the mature polypeptides, with typical

20



R
E
S
E
A
R
C
H
A
R
T
IC
L
E

J. Genome Sci. Tech. 2004, 3, 19–28 Laizet et al./Genes for Plastid Proteins of the Fibrillin Type

Table 1. Compilation of the main features of Arabidopsis plastid lipid-associated proteins of the fibrillin type.

Predicted Predicted Determined
molecular mass molecular mass molecular mass Det. or

Name Locus EST Proteome Length of TP (precursor) (kDa) (mature) (kDa) (mature) (kDa) (Pred.) pI

FIB1a At4g04020 NM_116640 cp + thyl 55 34.9 28.8 23.9–30.6 4.6–4.9
FIB1b At4g22240 NM_118350 cp + thyl 59 36.7 27.2 23.9–28.5 4.7–4.9
FIB2 At2g35490 NM_129101 cp + thyl 53 40.5 36.6 34.9–42.0 4.1–4.3
FIB3a At3g26070 NM_113511 cp + thyl 50 27.2 21.8 (9.36)
FIB3b At3g26080 NM_113512 thyl 45 29.7 24.8 (9.06)
FIB4 At3g23400 NM_113243 cp + thyl 72 30.5 22.9 25.4–27.3 4.89–5.4
FIB5 At5g09820 NM_121019 61 30.5 23.9 (4.96)
FIB6 At5g19940 NM_122001 cp 50 26.5 20.9 (7.87)
FIB7a At3g58010 NM_115663 thyl 53 34.1 28.4 28.2 4.9
FIB7b At2g42130 NM_201938 thyl 48 32.9 27.7 28.2 4.9
FIB8 At2g46910 NM_130259 40 31.6 27.1 (5.23)
FIB9 At4g00030 NM_116220 25 24.1 21.4 (7.25)
FIB10 At1g51110 NM_103989 cp + thyl 55 45.8 39.6 (5.42)

Highly related sequences (see Figs. 1 and 2) have been given names differing only by the lettering a or b. NM 121019/At5g09820 was translated from a previous version in
the databases, which takes into account splicing of an additional intron, to produce a FIB5 polypeptide with higher similarity to other FIB polypeptides (join 8932 to 9020
in At5g09820). Length of transit peptide is predicted by the ChloroP program. Determined molecular mass, pI, and proteomic data are from [18, 20]. The predicted pI of
mature polypeptides are given (brackets) when determined values are not available.

signatures. However, some of these signatures are par-
tially lost in some polypeptides. FIB7a, 7b, and 10, for
example, have an incomplete block 2. The end of the
long C-terminal extension of FIB10 is similar to block 3
(and termed block 3′). This extension is acidic (without
it, the pI value of FIB10 would be 9.3). The predicted
cleavage sites for FIB1a, 1b, and 2 are confirmed by
comparison with the known cleavage site for C. annuum

....|....|....|....|....|....|....|..*.|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
AtFIB 1a MATVPLFTQF--27aa---NRRSEIGVSVH-RPDFKIRATDID--------------DEWG QDGVERVFASSSTVSVADKAIESVEETER----------
AtFIB 1b MATVQLSTQF--30aa---PMISTGGIAVSPRRVFKVRATDTG---------------EIGSALL-----------AAEEAIEDVEETER----------
AtFIB 2 MATLFTVARP--24aa---SLSFSFGYRPKPLRFSKIRSSLPSESESESDLDASAVTDEWGEKPGDANEPDSQPDNVTVNVITDEWGEKSGPELEESGTR
AtFIB 3a MALPSCLKTG--21aa---FAVPTKLQSTRKGDRERLRVQAIFSFPPAFLTRNGRAEKQKQ---------------------------------------
AtFIB 3b MALPWCLKTG--16aa---FAVPTKLLSIRKGDRERLRIQAVFSFPPRN----GGAEKRKQ---------------------------------------
AtFIB 4 MATSSTFSSL--43aa---AANSSLVEVSIGGESDPPPSSSGSGGDDKQIAL------------------------------------------------
AtFIB 5 MTSNLFQPPS--32aa---DNSFRLRPMFIGKVTEQSSCSSPNEQQQDEEQEQEQEEITVSH--------------------------------------
AtFIB 6 MAATASSLTI--21aa---QYSIPYKVLRSRSRRLGLVVSSVSAPNVELRTGPDD---------------------------------------------
AtFIB 7a MALIQHGSVS--24aa---VSLNFQSEKKSCYRRMICRAMVQDSVQGIPSVYAREMERLS----------------------------------------
AtFIB 7b MALIHGSVPG--23aa---VKQGW---KNSCRRRVL-RAMVQETVQGSPLVYAREMERLS----------------------------------------
AtFIB 8 MDRIASATFS--11aa---ISPFGLNIKTNHRKRFSCRVAVASGETSARVVVDNELDLEH----------------------------------------
AtFIB 9 MALALSLSAC---0aa-------SPPLRRTRRAGFRTSCSIFANPAQR----------------------------------------------------
AtFIB 10 MVAVRFYAVE--26aa---NTTSRRLGLSRNCRTLRISCSSSSTVTDQTQQSSFND--------------------------------------------

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
AtFIB 1a -------------------------------------LKRSLADSLYGT---DRGLS--VSSDTRAEISELITQLESKNPTPAPNEALFLLNGKWILAYT
AtFIB 1b -------------------------------------LKRSLVDSLYGT---DRGLS--ASSETRAEIGDLITQLESKNPTPAPTEALFLLNGKWILAYT
AtFIB 2 FMESDPPRNEDEWGGEIGGETEADAGNGSAVSDPTWELKRCLADSVYGT---ELGFK--AGSEVRAEVLELVNQLEALNPTPAPLENPELLDGNWVLLYT
AtFIB 3a -------------------------------------LKQELLEAIEPL---ERGAT--ASPDDQLRIDQLARKVEAVNPTKEPLKS-DLVNGKWELIYT
AtFIB 3b -------------------------------------LKHELVEAIEPL---ERGAT--ASPDDQLLIDQLARKVEAVNPTKEPLKS-DLINGKWELIYT
AtFIB 4 -------------------------------------LKLKLLSVVSGL---NRGLV--ASVDDLERAEVAAKELETAGGPVDLTDDLDKLQGKWRLLYS
AtFIB 5 -------------------------------------IKEELYEALKGI---NRGIFG-VKSDKKTEIEGLVKLLECRNPTPEPTGELDKIGGCWKLIYS
AtFIB 6 -------------------------------------LISTLLSKVANS---DGGVT--LSPEQHKEVAQVAGELQ-KYCVKEPVKN-PLIFGDWEVVYC
AtFIB 7a -------------------------------------AKESLILAFNDAGGFEALVTGKITDMQKIDVNERITNLERLNPTPRPTTS-PYLEGRWSFEWF
AtFIB 7b -------------------------------------AKESLLLALKDAGGFEALVTGKTTNMQRIDVNERITSLERLNPTPRPTTS-PCFEGRWNFEWF
AtFIB 8 -------------------------------------KKHDLLRAVQDT---QRGLT--ATSDQRSIIEEALVTVEGFNGGEEIDP--VKLDGTWRLQYT
AtFIB 9 -------------------------------------AKRKLLELISEE---DRGLRTQKDPKKRDEIVNAIESMTVIGRSSITTD--DSLSATWRLLWT
AtFIB 10 -------------------------------------AELKLIDALIGIQ--GRGKS--ASPKQLNDVESAVKVLEGLEGIQNPTDS-DLIEGRWRLMFT
Consensus LK LLDAL GT DRGLT ASSD R EI LI LE NPTPEPT DLL GKW LIYT

E V E P L

----------------------------- BLOCK 1---------------------------

10

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

20 30 40 50 60 70 80 90 100

Figure 1. Sequence alignment of the Arabidopsis FIB polypeptides. The ClustalW program was used. Gaps were introduced to maximize sequence
homology. Potential transit peptide cleavage sites are also aligned (*). Conserved positions are shown in black (identical amino acids) or gray (similar
amino acids) boxes. The fibrillin signatures within three blocks of homology are shown in the consensus line. A short motif in FIB1a, repeated in
FIB2, is underlined.

fibrillin. The N-terminus of the various mature proteins is
immediately followed by a number of negatively charged
amino acids, with the exception of FIB3a, 3b, and 9. In
the latter cases, predicted cleavage sites appear to be
uncertain.

Phylogenetic analysis (Fig. 2) shows that the Arabidop-
sis FIB1a, 1b, and 2; FIB3a and 3b; and FIB7a and 7b
form three subfamilies. All of the other polypeptides appear
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....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
AtFIB 1a ------SFVGLFPLLSRR-IEPLVKVDEISQTIDSDSF----TVQNSVRFAGPFSTTSFSTNAKFEIRSPKRVQIKFEQGVIGTPQLTDS-IEIPESVEV
AtFIB 1b ------SFVNLFPLLSRG-IVPLIKVDEISQTIDSDNF----TVQNSVRFAGPLGTNSISTNAKFEIRSPKRVQIKFEQGVIGTPQLTDS-IEIPEYVEV
AtFIB 2 ------AFSELIPLLAAG-STPLLKVKSISQSIDTNNL----IIDNSTTLSSPFADFSFSATASFEVRSPSRIEVSFKEGTLKPPVIKSS-VDLPESVGV
AtFIB 3a ------TSASILQAKKP----RFLRSITNYQSINVDTL----KVQNMETWP-------------------------FYNSVTG-----------------
AtFIB 3b ------TSAAILQAKKP----RFLRSLTNYQCINMDTL----KVQRMETWP-------------------------FYNSVTG-----------------
AtFIB 4 SAFSSRSLGGSRPGLPTG-RLIPVTLGQVFQRIDVFSK----DFDNIAEVELG-APWPFPP-------LEATATLAHKFELLGTCKIKIT----------
AtFIB 5 ------TITVLGSKRTKLGLRDFVSLGDLLQQIDIAQG----KTVHVLKFDVR-----------------GLNLLDGEFRIVASFKIS------------
AtFIB 6 S-----RPTSPGGGYRSVIGRLFFKTKEMIQAIDAPDI-----VRNKVSINAFG-------------------FLDGDVSLTG-----------------
AtFIB 7a G--VNTPGSLAVRVMFERFPSTLVSLSNMEIFIKDNNT---KATANIKLLNS----------------IENKITLSSKLTIEGPLRMKEEYLEGLLESPT
AtFIB 7b G--SGSPGLLAARVIFERFPSTLANLSRMEILIKDANA---KATANIKLLNS----------------IESKIILSSKLTVEGPLRLKEEYVEGMLETPT
AtFIB 8 ------SAPDVVVLFEAASRLPFFQVGQVFQKFECRDRSDGGIIRNVVQWSLPSLLEE---------QEGATLVVTAKFDKVSSRNIYLQFEE-ISVRNI
AtFIB 9 T-----EKEQLFIIEKAG--LFGTTAGDVLQVIDVNKR----ILNNVITFPPD-----------------GVFFVRSDIDIAS-----------------
AtFIB 10 T-----RPGTASPIQRTFTGVDVFTVFQDVYLKATNDP----RVSNIVKFSDFIG----------------ELKVEAVASIKDGKR--------------
Consensus Q ID D V NVV

N I
     ---- -- BLOC  2------

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
AtFIB 1a LGQKIDLNPIKGLLTSVQDTASSVARTISNQPPLK----FSLPSDNTQSWLLTTYLD--KDLRISRGDGGS-VYVLIKEGSSLLNP--------------
AtFIB 1b LGQKIDLNPIRGLLTSVQDTASSVARTISSQPPLK----FSLPADNAQSWLLTTYLD--KDIRISRGDGGS-VFVLIKEGSPLLNP--------------
AtFIB 2 FGQQISLSLLKQSLNPLQDVAANISRALSGQPPLK----LPFPGNRGSSWLLTTYLD--KDLRISRGDGG--LFVLAREGSSLLEL--------------
AtFIB 3a -----DIKPLNSKKVAVKLQVFKILGFIP----------IKAPD-SARGELEITYVD--EELRLSRGDKGN-LFILKMFDPTYRIPL-------------
AtFIB 3b -----DLTPLNSKTVAVKLQVFKILGFIP----------VKAPDGTARGELEITYVD--EELRISRG-KGNLLFILKMFDPTYRIPL-------------
AtFIB 4 ----FEKTTVKTSGNLSQIPPFDIPRLPDS---------FRPSSNPGTGDFEVTYVD--DTMRITRGDRGE-LRVFVIA---------------------
AtFIB 5 -----SKSSVEITYESSTIKPDQLMNIFRKNMD------LLLGIFNPEGLFEISYLD--EDLQVGRDGKGN-VFVLERIEKP------------------
AtFIB 6 -----KLKALDSEWVQVIFEPPEIKVGSLE---------FKYG-FESEVKLRITYVD--EKLRLGLGSKGS-LFVFRRRQ--------------------
AtFIB 7a VIEEAVPDQLRGLLGQATTTLQQLPEPIKDTLANG--LRIPLGG-TYQRFFMISYLD--DEILIVRDTAGVPEVLTRVETSSPMSSSSVVENLEYNS---
AtFIB 7b VIEEAVPEQLKSALGQAATTLQQLPALIKDTLASG--LRIPLSG-SFERFFMISYLD--EEILIVRDTEGVPEVLTRIETPS----STVVETIEYDS---
AtFIB 8 NINEQLQALIAPAILPRSFLSLQLLQFIRTFKAQIPVNATSPGRRSVGGLYYLSYLD--NNMLLGRSVGGGGVFVFTKSQPLEL----------------
AtFIB 9 ------PQRVNFRFNSAVLRGKNWELPLP-----------PFG----KGWFENVYMD--GEIRVAKDIRGD-YLIVDRAPYNWTESFV------------
AtFIB 10 -----VLFRFDRAAFDLKFLPFKVPYPVP----------FRLLGDEAKGWLDTTYLSPSGNLRISRGNKGT-TFVLQKETVPRQKLLATISQDKGVAEAI
Consensus F P GWL ITYLD DLRISRGDKG LFVL KE

G T EI V R

     ------------------BLOCK 3---------------

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
AtFIB 10 DEFLASNSNSAEDNYELLEGSWQMIWSSQMYTDSWIENAANGLMGRQIIEKDGRIKFEVNIIPAFRFSMKGKFIKSESSTYDLKMDDAAIIGGAFGYPVD

....|....|....|....|....|....|...
AtFIB 10 ITNNIELKILYTDEKMRISRGFDNIIFVHIREI

BLOCK 3’

210

310

410

510 520 530

420 430 440 450 460 470 480 490 500

320 330 340 350 360 370 380 390 400

220 230 240 250 260 270 280 290 300

Figure 1. continued.

to be more distantly related to these three subfamilies and
to each other. This includes the two polypeptides (FIB6
and FIB9) showing neutral pI values and close molecular
masses, but which are not grouped in this tree. High boot-
strap values were obtained only for the branches bearing
FIB4, FIB8, and FIB9, which, however, were not classified
as a subfamily.

It can be mentioned that hydropathy plot analysis (not
shown) also highlights the nonredundant features of FIB
polypeptides. For example, FIB1a, 1b, and 2 have a
hydrophobic region between homology block 1 and 2,
which may define the membrane-anchoring part of the pro-
tein. However, others show different profiles, with a promi-
nent hydrophobic region between block 2 and block 3 or
overlapping with block 3 (FIB3a, 3b, 6, and 18), or multi-
ple hydrophobic regions (FIB4, 5, 7a, 7b, 9, and 10).

3.2. Comparison of Fibrillin-like Genes in
Arabidopsis and Other Organisms

The above data point to the existence of three subfami-
lies and the nonredundant nature of all other genes. The

exon/intron organizations of FIB genes in Arabidopsis are
consistent with these findings. FIB1a, 1b, and 2 each con-
tain two introns in identical positions. FIB7a and 7b contain
six introns in identical positions. FIB3a and 3b also have
an identical exon/intron structure (see below). However, the
other fibrillin genes all have a different exon/intron struc-
ture, with the number of introns ranging from two (FIB9)
to ten (FIB10).

The recent availability of the fully sequenced genome
of a monocot plant, rice [22, 23], allows a comparison of
gene families from the dicot Arabidopsis. Interestingly, ten
fibrillin-like genes were found in rice. Each of them corre-
sponds to an orthologue from Arabidopsis (Table 2, Fig. 2),
suggesting that these ten genes appeared before the sep-
aration of monocots and dicots. The three additional FIB
genes from Arabidopsis (absent in rice) all arose from
recent duplication events, either on chromosome 4, giv-
ing the two paralogues FIB1a and FIB1b; or on chromo-
some 3, producing the two paralogues FIB3a and FIB3b;
or between chromosome 3 and chromosome 2, produc-
ing the two paralogues FIB7a and FIB7b. For tomato,
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Figure 2. Phylogenetic unrooted consensus tree of FIB polypeptides from Arabidopsis (At), rice (Os), tomato (Le), and various cyanobacteria (cy).
The ClustalW program (the Saitou and Nei’s neighbor joining method) was used. Bootstrap values are given (as a percentage) only when they are
greater to 50. The tree is based on the largest common segment (178 amino acids) obtained after excision of large gaps and divergent blocks in
the FIB polypeptide alignment. The scale bar indicates 0.1 amino acid substitution per site. For the cyanobacterial genes, accession numbers and
species names are given: Gl: Gloeobacter violaceus [25]; No: Nostoc sp. PCC 7120 [26]; Np: Nostoc punctiforme; Pr: Prochlorococcus marinus
subsp. pastoralis CCMP1986 [27]; Sy: Synechocystis PCC 6803 [28]; Sc: Synechococcus sp. WH8102 [29]; Th: Thermosynechoccocus elongatus BP-1
[30]; Tr: Trichodesmium erythraeum (http://genome.ornl.gov/microbial/tery/). Tomato FIB polypeptides were deduced from the following accession
number in the TIGR (http://www.tigr.org/) tomato cDNA database. LeFIB1: TC116052, LeFIB2: TC124967+AW09494; LeFIB3: TC11292; LeFIB5:
BI929643; LeFIB6: TC118055; LeFIB7: TC119061; LeFIB8: TC126867; LeFIB9: TC130337; LeFIB10: AW617522. Note that LeFIB4 (BG626357)
was not included in the tree since its cDNA consists of only a short sequence.

another dicot, expressed sequence tags (ESTs) have been
identified (to date) only for orthologues of the ten genes
identified in rice (Fig. 2). It is interesting to note that
the fully sequenced genome of the red alga Cyanidioschy-
zon merolae [24] contains four FIB genes, whose closest
plant relatives are FIB1a, FIB3a, FIB5, and FIB9, respec-
tively (http://merolae.biol.s.u-tokyo.ac.jp; loci CMS090C,
CMP332C, CMK306C, and CMT081C).

Since FIB proteins are mainly, if not all, located in plas-
tids, it is interesting to examine a possible origin of their
gene from cyanobacteria, the plastid ancestors. Homolo-
gous genes were found in the fully sequenced genomes
from cyanobacteria, but not in other bacterial groups. One
gene showing scores for the best homology to FIB1a and
FIB1b (Table 2) is found in the following �-cyanobacteria
(characterized by a Rubisco of the 1B type): Nos-
toc PCC7120 and Nostoc punctiforme, in Trichodesmium
erythraeum (a marine cyanobacterium), in Synechocystis
PCC6803, and in Thermosynechoccocus elongatus BP-1
(a thermophylic cyanobacterium). These genes form

subfamily 1 (Fig. 2). A second subfamily of fibrillin-related
genes is also found in these organisms (with the exception
of T . elongatus), but they are not orthologues of Arabidop-
sis fibrillin genes, since they show low scores for homology
to the latter. This is also the case for a third subfam-
ily of fibrillin-like genes found in marine �-cyanobacteria
(Rubisco of 1A type), namely Synechococcus sp. WH8102
(two genes) and the prochlorophyte Prochlorococcus
marinus subsp. Pastoralis CCMP1986 (also known as
MED4) (Fig. 2). In contrast, no fibrillin-related gene was
detected in the completely sequenced genome of two
other prochlorophytes, P. marinus str. MIT 9313 [27] and
P. marinus subsp. marinus str. CCMP1375 (also known as
strain SS120; [31]). The latter two prochlorophytes are
low light-adapted strains, and CCMP1986 is a high light-
adapted strain. Regarding Synechococcus sp. WH8102, the
main physiological trait of this species is motility (a chemo-
taxic response), which is of obvious interest for nutrient
acquisition but could also imply that it can experience a
large gradient of light exposure. Gloeobacter violaceus,
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Table 2. Compilation of orthologues of Arabidopsis fibrillin genes in
rice and various cyanobacteria.

Species/protein
name Accession no. E-value

Rice (O.sativa cv. japonica)

FIB1 AAO72593 2 e-84
FIB2 AAL67595 5 e-76
FIB3 AAS07245 1 e-55
FIB4 AK106159 (mRNA) 9 e-67
FIB5 CAE04639 8 e-58
FIB6 CAE02133 4 e-57
FIB7 AAO72625 2 e-79
FIB8 AE017111 (gDNA) 1 e-86
FIB9 CAE01685 4 e-56
FIB10 BAC06949 9 e-98

Synechocystis PCC6803 NP_440566 6 e-21

Nostoc PCC7120 NP_488358 2 e-22

Nostoc Punctiforme ZP_00108105 4 e-90

Trichodesmium erythraeum ZP_00072492 4 e-21

T.elongatus NP_681209 6 e-19

The accession number of the protein is given when available. Alternatively, the
accession number for mRNA or genomic sequence is given. In the latter case
(AE07111), the following segments were joined: 1449–1809, 1915–2057, 2396–
2493, 3362–3444, 3954–4042, 4356–4413, 4486–4595. E-values are obtained upon
BLAST alignment, using the corresponding polypeptides from Arabidopsis as a
query. For cyanobacteria, only the E-values obtained using Arabidopsis FIB1b are
given. For rice: http://rgp.dna.affrc.go.jp/IRGSP/.

which lacks thylakoids and has photosystem I and II
located in the plasma membrane, is an extremely light-
sensitive cyanobacterium. Interestingly, it also contains a
fibrillin-related gene. This gene is poorly related to any
cyanobacterial fibrillin subfamily, which is not surprising
since, during evolution, G. violaceus diverged very early
from the other cyanobacteria (before the endosymbiotic
event that led to plastids; [32]). Taken together, these data

Ancestral
FIB gene

Trichodesmium

SynechocystisThermosynechococcus

Nostoc sp.

Gloeobacter

Prochlorococcus
CCMP1986

Synechococcus

10 nuclear
FIB genes

3 FIB gene
duplications

Monocots: (rice)

Dicots: Arabidopsis

loss of

loss
of

Prochlorococcus
MIT9313

1
2

3
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2

2

3

endosymbiosis
(plastids)

1

1

Figure 3. Occurrence of FIB genes and their subfamilies in the context of plastid and cyanobacteria evolution. The scheme takes into account data
from Figure 2 and from [32, 33] but is not intended to show evolutionary distances to scale. See Figure 2 for full names of cyanobacterial strains,
accession numbers, and definition of cyanobacterial fibrillin gene subfamilies 1, 2, and 3 (circled). Formation of new genes or loss of genes is boxed.
The branching of subfamily 3 is speculative.

suggest that at least one polypeptide related to fibrillin is
essential in most cyanobacteria when this species/strain is
subjected to occasional light stress.

A phylogenetic relation between the cyanobacterial sub-
family 1 and plant FIB1,2 can be proposed from the tree
presented in Figure 2, in agreement with the homology
scores (Table 1). However, a phylogenic relation between
the cyanobacterial subfamily 1 and plant FIB3 cannot be
fully excluded. Based on cyanobacterial evolutionary trees
[27, 32, 33] and on the above-mentioned data, an evolu-
tionary scheme for fibrillin genes can be proposed (Fig. 3).
It postulates an ancestral fibrillin gene that gave rise (before
the endosymbiosis event leading to plastids) to the ancestor
of the cyanobacterial subfamily 1, whose direct descen-
dants may be the plant FIB1,2 genes (or FIB3). The other
fibrillin genes found in higher plants might have derived
from these FIB1,2 (or FIB3) subfamilies at an early stage
of plant evolution. It seems less likely that the ten FIB
genes common to higher plants are all direct descendants of
a separate cyanobacterial gene, since there is no evidence
for such a multiplicity of genes in bacteria. The cyanobac-
terial subfamily 2 may have originated from subfamily 1.
Whether this occurred before or after the endosymbiotic
event leading to plastids cannot be ascertained. The loss
of this subfamily 2 gene in T. elongatus is likely to be
a more recent event. An ancient origin of subfamily 3
genes and loss of these genes in low light-adapted marine
�-cyanobacteria is proposed.

3.3. The Plant FIB1,2 Subfamily

All FIB polypeptides characterized to date in detail, either
under stress conditions or in a given organ/tissue/ substruc-
ture, belong to this FIB1,2 subfamily. However, whether
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these polypeptides correspond to FIB1a, 1b, or 2 needs clar-
ification. The fibrillin homologue found in Pisum sativum
leaf plastoglobules (PG-1; accession no. AF043905; [6]) is
more closely related to FIB2. For Brassicaceae, to which
Arabidopsis belongs, classification is unambiguous: a fib-
rillin homologue identified in tapetum elaioplasts from
Brassica rapa (BCP32; AF084554; [4]) is more similar to
FIB1a, but orthologues of each member of the FIB1,2 sub-
family (T01472, T04905, AAC3672; [11]) are present in
this species. It appears to be more difficult to discriminate
between FIB1a and FIB1b for more distally related species.
Polypeptides with very close homology scores against
FIB1a or FIB1b include fibrillin from C. annuum (X71952;
[1, 2]), CDSP34 from Solanum tuberosum (T07825; [3])
and CHRC from Cucumis sativus (X95593; [10]). The fib-
rillin homologue found in various organs in Citrus unshiu
(AB011797; [34]) is only slightly closer to FIB1b.

However, rather than overall sequence comparison, the
N-terminal part of the mature polypeptide allows clear dis-
crimination, depending on the occurrence of a short DEWG
motif (Fig. 1). This motif is present as a single copy in
Arabidopsis FIB1a and in all of the higher plant FIB1a,1b
homologues mentioned above (including rice), but not in
FIB1b from Arabidopsis or B. rapa (and not in cyanobac-
teria). In FIB2 a fourfold (rice), threefold (Arabidopsis),
or twofold (B. rapa, which has a third incomplete motif;
P. sativum) repetition of this motif occurs. The conserva-
tion of this motif suggests a functional role in plants, which
is apparently not fulfilled by FIB1b.

3.4. The Arabidopsis FIB3a,3b Subfamily

FIB3a and FIB3b are tandemly arranged on chromo-
some 3. The extent of their longest cDNAs in the databases
(Fig. 4) is consistent with the deduced precursor polypep-
tides aligned in Figure 1 (which read MALP � � � at their
N-terminus). However, we have been able to amplify by
RT-PCR a longer FIB3b cDNA that potentially encodes a
longer polypeptide (which reads MSH � � � at its N-terminus;
Fig. 4). The use of this alternative upstream initiation codon
to produce a FIB3b precursor would imply splicing of an
additional intron (this intron contains two stop codons in-
frame). We have been able to clone such a spliced form

PRXQ FIB 3a FIB 3b
MSH MALP MSH MALP

ESTs

RT-PCR

∆

Figure 4. Schematic representation of genomic sequences from Arabidopsis FIB3a, FIB3b, and the end of the upstream PRXQ gene aligned with
expressed sequence tags (ESTs) and RT-PCR fragments. Potential coding sequences are boxed in the genomic sequence. Intronic sequences absent
from ESTs and RT-PCR products are in white. Potential translation initiation codons are shown with their following codons (MSH � � � , MALP � � �).
Stars indicate relevant translation stop codons (see text). An insertion in the FIB3a upstream sequence (AB023041, position 67267–67553) homologous
to a PRXQ promoter segment (AB023041, position 65208–65524), is boxed (�).

after RT-PCR amplification, but it appears to be a minor
form (data not shown). The prevalence of a nonfunctional
“long” transcript (containing the upstream initiation codon)
questions the synthesis of a FIB3b precursor starting at
the downstream methionine. Primer extension experiments
revealed multiple FIB3b transcripts of either large size
(which contain the alternative upstream codon) or of shorter
size (which do not contain the upstream methionine codon)
(not shown). Therefore, it seems likely (at least under the
experimental conditions used) that FIB3b is prevalently
synthesized from “short” length transcripts, as a precursor
starting at the downstream methionine (MALP � � �).

Comparison of FIB3a and FIB3b upstream genomic
sequences revealed significant homology, with the excep-
tion of a 286-bp insertion in FIB3a (Fig. 4) showing
striking sequence homology (63%) to a segment of the pro-
moter of a peroxiredoxin Q gene. The latter PRXQ gene
(locus At3g26060; [35]) is located immediately upstream
of FIB3a. A potential alternative upstream translation initi-
ation codon is also found in FIB3a. However, only a short
open reading frame is observed in the latter case. In light
of these observations, it can be proposed that a recent
gene duplication led to the formation of these two genes
(this duplication exists in Arabidopsis Columbia, Lands-
berg erecta, and WS ecotypes; data not shown), then FIB3a
acquired a segment of the promoter from the unrelated
upstream PRXQ gene.

3.5. Expression Pattern of Fibrillin
Genes in Arabidopsis

We performed northern analysis of FIB1a,1b,2 in roots,
flowers, leaves, stem, and siliques (Fig. 5A). The low-
est levels of expression were observed in roots and then
siliques. Higher expression levels during flower develop-
ment (with respect to leaves, for example) is observed for
FIB1a and FIB1b, whereas the opposite is observed for
FIB2. A differential expression of FIB1a and FIB1b can
be noticed in stems. We also extracted and compiled Ara-
bidopsis micro-array expression data available from two
different sources (Table 3): repression in roots is observed
for most FIB genes, but induction in flowers is not a general
case (five other FIB genes show no induction in flowers,
and two are repressed).
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Water
ML Fl Sl RBSt

AtFIB 1a

AtFIB 1a

AtFIB 1b

AtFIB 2

RD29B
55°C

RD29B
65°C

Et. Br.

(h)

AtFIB 1b

AtFIB 2

Et. Br.

A. B.

Time course 2412840

Cold

241284

Wound

241284

Drought

1284

Figure 5. Expression of Arabidopsis FIB1a,1b,2 in various organs (A) and in leaves subjected to various stress conditions (B). RNA gel blots were
hybridized to gene-specific probes as described in Materials and Methods. ML, mature leaves; St, stem; B, flower buds; Fl, mature flowers; Sl, siliques;
R, roots. The ethidium bromide-stained gels are shown (Et. Br.). The transcript levels in roots are underestimated since less RNA was available, but
RT-PCR experiments confirmed a lower expression of these genes in roots when compared with any other tested organ (not shown). In (B), control
leaves were incubated on water at 24 �C. Treatments are described in Materials and Methods. Hybridization of the RD29B probe at 55 �C reveals two
types of transcripts (RD29B and RD29A), whereas only RD29B is detected at 65 �C.

Northern analysis also revealed that cold or drought
stress applied to leaves leads to a repression of FIB2 and an
induction of FIB1a expression (Fig. 5B). Drought, but not
cold, induced FIB1b. Wound stress induces the C. annuum
orthologue [2], but has little effect on the expression of
Arabidopsis FIB1a,1b,2. Note that the stress induction of
the drought-induced gene RD29B or the drought- and cold-
induced RD29A genes [36] is not parallel to that of FIB1a
or FIB1b. Micro-array data were also compiled for cold,

Table 3. Compilation of expression data for the Arabidopsis fibrillin
genes.

Name Flowers Roots Cold Drought Salt Light

FIB1a n.a. n.a. + (×2,4) ? + (×3) + (×8)
FIB1b + − = + (×4) + (×4) + (×3)
FIB2 = − = = = ?
FIB3a = − = − (×0,4) = =
FIB4 − − = − (×0,46) − (×0,4) =
FIB6 − − = = − (×0,5) − (×0,4)
FIB7a = − = = = ?
FIB8 = − n.a. n.a. n.a. n.a.
FIB9 = = + (×2,3) = = ?

Statistically significant data were extracted from www.arabidopsis.org/tools/bulk/
microarray/index.jsp (organs) and http://rarge.gsc.riken.go.jp/microarray/microarray_
data.pl (stress) and compiled here. No data are available for FIB3b�5, 7b, and 10.
+, induction (more than 2.8-fold); −, repression (more than 2.8-fold); =, no change
(less than 2-fold) when compared with reference sample (whole plant, nonstressed);
?, data not valid; n.a., not available. Numbers in parentheses quantify changes in
expression (when available).

drought, NaCl, and light exposure after a dark period.
Either FIB1a or FIB1b, or both, is induced by a given stress
in Arabidopsis. However, except for FIB9 in the cold, no
other fibrillin gene is stress-induced (only induction above
a factor 2 was considered significant). Some fibrillin genes
even show a slight repression due to stress.

Thus, our Northern experiments and the micro-array
data are generally in agreement, but higher amplitudes are
usually observed in Northern analysis, which could explain
some minor differences. Validation of the micro-array data
was also obtained for FIB3a and FIB3b with a more sen-
sitive method, namely RT-PCR. For both genes a rather
constitutive expression under stress and in most organs, and
a repression in roots, was observed (not shown).

In conclusion, multiple examples of differential expres-
sion can be found among Arabidopsis fibrillin genes
(except FIB3a,3b). This and the great variability in the fea-
tures of most of the 13 fibrillin polypeptides (as described
above, i.e., pI, molecular mass, hydropathy profile) suggest
that the multiplicity of fibrillin genes reflects differential
functions. The present report opens the way for a system-
atic functional investigation.
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Résumé : 
La fibrilline est une protéine majeure des structures fibrillaires de stockage des caroténoïdes dans les 

chromoplastes de poivron et elle semble être impliquée lors de réponses de la plante à des stress 
environnementaux. Afin de mieux comprendre la fonction de cette protéine, nous avons étudié ses homologues 
chez la plante modèle Arabidopsis thaliana. 

Nous avons identifié 13 gènes codant des membres de cette famille de protéines et nous les avons classés en 10 
sous-familles. Sachant que des protéines de type fibrilline sont également présentes chez d’autres plantes et chez 
des cyanobactéries, nous proposons un schéma de l’évolution de cette famille de gènes dont les membres 
présents chez les plantes seraient issus de la multiplication de gènes ancestraux qui présentent des homologues 
chez les cyanobactéries. 

L’expression des 13 gènes de type fibrilline d’Arabidopsis thaliana est régulée différemment suivant les 
organes ou les conditions environnementales. Nous avons concentré notre étude sur la sous-famille 1-2 qui est la 
plus proche de la fibrilline de poivron identifiée à l’origine. Les 3 gènes présentent une régulation 
développementale avec une expression conséquente dans les feuilles et les fleurs. L’accumulation de la protéine 
FIB1b dans ces organes suggère une régulation transcriptionnelle de FIB1b. Les gènes FIB1a et FIB1b sont 
également induits lors de stress environnementaux, comme l’est le gène de la fibrilline de poivron, alors que le 
gène FIB2 est constitutivement exprimé. 

L’implication des fibrillines dans la réponse au stress a été étudiée par l’analyse de plantes ARNi réprimant 
l’expression des gènes de la sous-famille FIB1-2. Ces plantes montrent une croissance retardée, mais peu de 
modifications en réponse à un stress. 

Afin de mieux comprendre la voie de régulation qui conduit à l’induction du promoteur du gène de la fibrilline 
de poivron en réponse à un stress, nous avons développé une approche de mutagenèse. Pour cela, nous avons 
produit et criblé une population de mutant EMS d’Arabidopsis thaliana comportant une construction dans 
laquelle deux gènes rapporteurs (LUC, GUS) sont sous le contrôle du promoteur de la fibrilline de poivron. Des 
mutants, dont l’activité des gènes rapporteurs est altérée, ont été isolés. 

Abstract : 

Fibrillin is one of the major proteins in fibrillar carotenoid storage structures of bell pepper chromoplasts. In 
order to understand better the function of this protein, we studied the fibrillin homologues in the Arabidopsis 
thaliana plant model. 

We have identified 13 genes encoding members of this family in Arabidopsis thaliana which form 10 groups. 
As proteins of the fibrillin type are also present in other plants and in cyanobacteria, we propose that during 
evolution, plants multiplied their fibrillin genes from an ancestral gene that still has a relative in some 
cyanobacteria. 

In Arabidopsis thaliana, the 13 FIB genes show differential expression when stress- or organ-related expression 
is examined. We focused on the FIB1-2 subfamily which is the closest to the bell pepper fibrillin that was first 
characterised. FIB1-2 subfamily genes show a developmental regulation with a good induction in leaves and in 
flowers. The FIB1b protein accumulates in these organs, suggesting a transcriptional regulation. FIB1a and 
FIB1b are also induced under stress conditions like the bell pepper FIB gene, whereas FIB2 is more 
constitutively expressed. 

The involvement of the fibrillin gene in stress response has been studied in fibrillin RNAi plants which repress 
several members of this gene family. These plants showed a growth delay, but no drastic modification in 
response to stress conditions. 

Finally, we have developed a mutagenesis approach in order to dissect the regulation pathway leading to the 
bell pepper FIB gene expression. We have produced and screened an EMS mutagenised Arabidopsis thaliana 
population carrying a double reporter gene construct (LUC, GUS) driven by the bell pepper fibrillin promoter. 
We isolated mutants altered in the regulation of the fibrillin promoter in flowers. 
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