
HAL Id: tel-01938828
https://theses.hal.science/tel-01938828

Submitted on 29 Nov 2018

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Rôles des voies régulées par LEAFY dans l’initiation et
la régulation du méristème floral

Grégoire Denay

To cite this version:
Grégoire Denay. Rôles des voies régulées par LEAFY dans l’initiation et la régulation du méristème
floral. Sciences agricoles. Université Grenoble Alpes, 2016. Français. �NNT : 2016GREAV045�. �tel-
01938828�

https://theses.hal.science/tel-01938828
https://hal.archives-ouvertes.fr


THÈSE 
Pour obtenir le grade de 

DOCTEUR DE LA COMMUNAUTÉ UNIVERSITÉ 
GRENOBLE ALPES 
Spécialité : Biologie végétale 

Arrêté ministériel : 7 août 2006 

Présentée par 

Grégoire DENAY 

Thèse dirigée par François PARCY et Gabrielle TICHTINSKY 

préparée au sein du Laboratoire de Physiologie Cellulaire et Végétale  
dans l'École Doctorale de Chimie et Sciences du Vivant 

Rôles des voies régulées par 
LEAFY dans l’initiation et la 
régulation du méristème floral 

Thèse soutenue publiquement le 28 Novembre 2016, 
devant le jury composé de :  

Pr Marianne DELARUE 
Professeure, Université Paris-Sud, Rapporteuse 

Pr Michel HERNOULD 
Professeur, Université de Bordeaux, Rapporteur 

Pr Jean-Gabriel VALAY 
Professeur, Université Grenoble Alpes, Président
Dr Soazig GUYOMARC’H 
Maître de Conférences, Université Montpellier 2, Examinatrice 

Dr Téva VERNOUX 
Directeur de Recherche, CNRS - ENS Lyon, Examinateur 

Dr Gabrielle TICHTINSKY 
Maître de Conférences, Université Grenoble Alpes, Co-Directrice de thèse 

Dr François PARCY 
Directeur de Recherche, CNRS - LPCV Grenoble, Directeur de thèse 





 

 





 

 

 

 

 

 

 

A Claude, 

A Oscar, 





 

 

 





 

- 9 - 
 

RESUME 
 

Les plantes conservent la capacité à former de nouveaux organes tout au long 

de leur vie grâce au maintien de structures contenant des cellules souches, 

les méristèmes. La formation des fleurs, structures reproductives de la plante, 

est une étape essentielle de son cycle de vie. Afin d’assurer un développement 

floral complet, un méristème doit être formé de novo au sein du jeune bouton 

floral. Des données éparses de la littérature indiquent que le facteur de 

transcription LEAFY, en plus d’être un régulateur clé de l’identité florale, est 

aussi impliqué dans la mise en place du méristème floral. 

Dans la première partie de ce travail nous explorons le rôle de LEAFY dans 

l’initiation du méristème floral. Cette étude est concentrée sur un gène cible 

de LEAFY, le facteur de transcription REGULATOR OF AXILLARY 

MERISTEMS1 (RAX1). Nous montrons notamment que la voie régulée par 

LEAFY/RAX1 agit en parallèle du facteur de transcription REVOLUTA pour 

permettre la mise en place du méristème floral. 

Dans la deuxième partie de ce travail nous étudions les propriétés du domaine 

N-terminal de LEAFY. Ce domaine permet l’oligomérisation de LEAFY ainsi 

que potentiellement sa liaison aux régions fermées de la chromatine. Nous 

étudions également de manière plus exploratoire le rôle de ce domaine dans 

la régulation de l’expression du gène AGAMOUS, un important régulateur du 

développement floral. 
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ABSTRACT 
 

Plants have the capacity to continuously produce organs throughout their life 

because they maintain stem cells containing structures called meristems. The 

formation of flowers is an essential step of the plant’s life-cycle. In order to 

ensure flower development, a new meristem must be formed within the young 

flower bud. Various data across the literature indicate that the transcription 

factor LEAFY is involved flower meristem formation in addition to its role as a 

master regulator of flower identity. 

In the first part of this work we explore the role of LEAFY in the initiation of 

flower meristem. This study focuses on a LEAFY target gene, the transcription 

factor REGULATOR OF AXILLARY MERISTEMS1 (RAX1). We show that the 

LEAFY/RAX1 pathway acts in parallel of the transcription factor REVOLUTA 

to allow flower meristem formation. 

In the second part of this work we study the properties of the N-terminal domain 

of LEAFY. This domain mediates LEAFY oligomerization and potentially its 

binding to closed chromatin regions. We also study in a more prospective 

manner the role of this domain in the transcriptional regulation of AGAMOUS, 

an important regulator of flower development. 
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DEX Dexaméthasone  
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DTT Dithiothréitol  

EDTA Éthylène diamine tétra-acétique  

ER ERECTA  

EXB EXCESSIVE BRANCHING  

FIL FILAMENTOUS FLOWER  

FM méristème floral  

FT Facteur de transcription  

GA Gibbérélline  

GR Domaine récepteur aux glucocorticoides du rat  

HEC HECATE  

HEPES Acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique  

IAA INDOLE-3-ACETIC INDUCIBLE  

IPT ISOPENTENYLTRANSFERASE  

JBA JABBA  
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KAN KANADI  

LAS LATERAL SUPRESSOR  

LAX LIKE AUXIN RESISTANT  

LFY LEAFY  

LSM méristème de tige latérale  

MAB MACCHI-BOU  

MBP Protéine de liaison au maltose  
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MP MONOPTEROS  

MS Murashike et Skoog  

NPA Naptalame  

OC Centre organisateur  

PAGE Electrophorese en gel de poly-acrylamide  

PBM Protein-binding miro-arrray  

PBM Puce de liaison de protéines  
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PHB PHABULOSA  

PHV PHAVOLUTA  

PI PISTALATA  

PID PINOID  

PIN PIN-FORMED  

PNH PINHEAD  
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PZ Zone périphérique  

RAM  méristème apical racinaire  

RAX REGULATOR OF AXILLARY MERSITEMS  

REV REVOLUTA  

RM Méristème médullaire  

ROX REGULATOR OF AXILLARY MERSITEM FORMATION  

SAM Meristème apical caulinaire  

SAM Méristème apical caulinaire  

SDS Dodécylsulfate de sodium  

SELEX Evolution systématique de ligands par enrichissement exponenetiel  

SEP SEPALLATA  

STM SHOOTMERISTEMLESS  
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INTRODUCTION 

Les plantes, au contraire de la plupart des animaux, conservent la capacité à 

former de nouveaux organes tout au long de leur vie. Cela est dû au fait 

qu’elles maintiennent des niches de cellules souches actives dans des 

structures spécialisées, les méristèmes, au cours de leur développement. 

L’embryon contient deux méristèmes : le méristème racinaire, situé à 

l’extrémité de la radicule donnera naissance à la racine primaire, et le 

méristème apical caulinaire, niché à la base du ou des cotylédons donnera 

naissance à tous les organes aériens de la plante (Figure Intro. 1). Ces 

structures génèrent en permanence de nouvelles cellules qui, sous l’action 

d’éléments internes ou externes, se différencieront pour donner les différents 

organes spécialisés de la plante. 

Une étape centrale du développement de la plante et essentielle à la survie et 

la dissémination de l’espèce, est la formation de structures reproductives. 

Chez les angiospermes ces structures sont organisées en fleurs. Lorsque les 

conditions sont réunies, la plante effectue une transition, de la production de 

tissus végétatifs (i.e. feuilles et boutons de tiges) vers la production d’organes 

reproductifs, les fleurs. Chez la plante modèle Arabidopsis thaliana (nommée 

Arabidopsis par la suite) cela se traduit par une profonde modification des 

entrenœuds, l’unité développementale de la plante. En effet, pendant la phase 
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végétative, la plante produit des entrenœuds consistant en une feuille à 

l’aisselle de laquelle se développe, en général, un méristème caulinaire qui 

donnera par la suite une tige secondaire. Après la transition florale, le 

méristème caulinaire est converti en un méristème floral et le développement 

de la feuille (qu’on nomme bractée lorsqu’elle est à la base de la fleur) est 

inhibé (Figure Intro. 2). Alors que le méristème caulinaire perdure dans le 

temps grâce au maintien des cellules souches qu’il contient, le méristème 

floral est transitoire et les cellules souches qu’il contient ne sont pas 

maintenues plus de quelques jours.  

 

Figure Intro.  1. Architecture d’Arabidopsis. (A) Schéma d’embryon d’Arabidopsis. Le 
méristème apical caulinaire (shoot apical mersitem; sam) est situé entre les deux cotylédons 
(c). Le méristème apical racinaire (root apical meristem; ram) est situé à la base de la radicule 
(r). (B) Au stade végétatif le sam produit des feuilles de rosette (fr). (C) Après la transition 
florale, le sam produit des feuilles caulines (fc) portant des tiges axillaires (ta), puis des fleurs 
(f). Après fécondation, les fleurs forment des siliques (s) contenant les graines. 

 

Au niveau moléculaire la différenciation et la croissance des organes est 

orchestrée par la transcription de sous-ensembles spécifiques de gènes. 

L’organisation dans le temps et l’espace de cette régulation transcriptionnelle 

est le fait des facteurs de transcription, une classe particulière de protéines 

permettant l’activation ou l’inhibition de la transcription de gènes via des 
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interactions avec des séquences spécifiques d’ADN. L’un des acteurs les plus 

importants du développement floral est le facteur de transcription LEAFY 

(LFY), qui régule à la fois la transition florale et l’initiation des méristèmes 

floraux, et orchestre l’identité de la fleur et des organes floraux. 

 

 

Figure Intro.  2. Organisation des entre-nœuds avant et après la transition florale. Les 
organes latéraux sont initiés sur les flancs du SAM. (A) Au stade végétatif le méristème 
caulinaire latéral (lateral shoot meristem; LSM) est formé à l’aisselle du primordia floral (PF). 
Le LSM est quiescent et ne se développe en inflorescence secondaire qu’après la transition 
florale. (B) Après la transition florale la bractée cryptique (cryptic bract; cb) qui remplace la 
feuille est consommée par le développement du méristème floral (floral meristem; FM). 

 

Dans ce travail nous discuterons de comment LFY contrôle l’initiation et la 

terminaison des méristèmes floraux au point de vue génétique et biochimique 

et comment certaines de ces propriétés peuvent lui permettre de contrôler les 

importantes transitions développementales nécessaires à la production de 

fleurs. 

I. Le méristème apical caulinaire 
Chez Arabidopsis, tous les organes aériens à l’exception des cotylédons sont 

formés par les cellules dérivant des cellules souches du méristème apical 

caulinaire (shoot apical meristem SAM). Le SAM est établi lors de 

l’embryogénèse et perdure au cours de la vie de la plante. Comment les 

cellules souches sont établies et maintenues dans le SAM ? Comment des 

cellules sont recrutés pour l’organogénèse ? Comment est déterminé le site 

d’initiation d’un nouvel organe ? Ce sont les questions auxquelles j’essaierai 

de répondre dans cette partie. 
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1. L’homéostasie des cellules souches 

Les méristèmes sont des structures très organisées dont l’architecture est 

maintenue au fil du temps, malgré la prolifération des cellules souches, grâce 

au maintien d’un équilibre entre la prolifération et la différentiation. Le maintien 

de cet équilibre est rendu possible par la communication entre les différentes 

parties fonctionnelles du méristème.  

Organisation du méristème 

On peut distinguer quatre zones dans les méristèmes aériens d’Arabidopsis 

(Figure Intro. 3A) : la zone centrale (central zone CZ), qui contient les cellules 

souches per se, est confinée au centre du méristème et s’étend sur trois 

couches cellulaires distinctes (L1-L3). Le centre organisateur (organizing 

centre OC) est situé juste sous la CZ et contient des cellules qui se divisent 

très peu mais sont importantes pour le maintien du méristème. La zone 

périphérique (PZ) qui est située autour de la CZ et de l’OC contient les cellules 

quittant latéralement la CZ pour former les organes latéraux. C’est dans la PZ 

que se déroulent les premières étapes de l’organogénèse. Le méristème 

médullaire (rib meristem RM), situé sous l’OC, contient les cellules quittant 

vers le bas la CZ et l’OC et qui participeront à l’extension de la tige et la 

vascularisation. Au cours du développement et notamment au cours de la 

transition florale, la morphologie du SAM change de manière subtile. Le SAM 

s’élargit et s’allonge en hauteur en quelques jours après le début de la 

transition florale (Jacqmard et al., 2003). On peut aussi remarquer que lorsque 

les plantes sont artificiellement conservées dans des conditions empêchant la 

floraison, le SAM s’élargit drastiquement au fil du temps (Gruel et al., 2016). 

Malgré ces changements morphologiques les différents domaines du SAM 

maintiennent leur organisation respective et leurs proportions relatives par 

rapport au SAM sont maintenues (Gruel et al., 2016). 

Maintien du méristème par une boucle de signalisation  

L’expression du marqueur de l’OC, le facteur de transcription (FT) WUSCHEL 

(WUS) est le premier signe visible de la mise en place du SAM au stade 16-

cellules de l’embryon (Mayer et al., 1998), précédant l’expression du peptide 
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marqueur des cellules souches CLAVATA 3 (CLV3) dans la CZ (Fletcher et 

al., 1999) (Figure Intro. 3B). De plus l’expression de WUS dans la racine 

convertit celle-ci en SAM (Gallois et al., 2004), indiquant que WUS induit la 

mise en place du méristème aérien. Lors du développement post-

embryonnaire WUS est crucial pour la maintenance du méristème et la 

prolifération des cellules souches, et donc l’organogénèse. Les mutants wus 

n’ont pas de SAM fonctionnels et initient rarement des feuilles après 

germination. Quand éventuellement des fleurs sont produites, celles-ci sont 

incomplètes, indiquant une réduction de la population de cellules souches 

dans le méristème floral (Laux et al., 1996). De plus l’augmentation de la 

transcription de WUS entraîne la prolifération des cellules souches (Lenhard 

et al., 2002). L’expression de CLV3 par les cellules souches est induite 

directement par WUS, protéine qui déplaçe de l’OC vers la CZ via les 

plasmodesmes (Yadav and Reddy, 2012; Daum et al., 2014). De manière 

opposée aux mutants wus, les mutants clv3 ont un SAM excessivement large 

et des fleurs avec de nombreux organes additionnels (Fletcher et al., 1999). 

CLV3 diffuse également dans le SAM et limite la prolifération des cellules 

souches en réprimant WUS, formant un rétrocontrôle négatif (Brand et al., 

2000).  

CLV3 s’oppose à l’expression de WUS via deux récepteurs, CLV1 et CLV2 

(Brand et al., 2000; Jeong et al., 1999). En accord avec cela les phénotypes 

des mutants clv1, clv2  et cvl3 sont très similaires (Clark et al., 1993; Kayes 

and Clark, 1998). L’expression des récepteurs CLV dans les cellules 

latéralement et apicalement adjacentes à l’OC y piège CLV3 et permet de 

restreindre l’expression de WUS dans l’OC (Schoof et al., 2000; Lenhard and 

Laux, 2003).  Un récepteur additionnel, CORYNE (CRN) lie CLV3 dans l’OC 

et limite l’expression de WUS (Müller et al., 2008). Il a longtemps été pensé 

que CLV1/CLV2 et CRN agissait dans des voies parallèles (Müller et al., 

2008), cependant des données plus récentes suggèrent que la liaison de 

CLV3 déclenche la formation de complexes CLV1/CLV2/CRN rassemblés 

dans des sous-domaines membranaires (Somssich et al., 2015). Il n’est 

cependant pas clair si ces complexes ont un rôle dans la transduction du signal 

ou dans le recyclage des récepteurs. 
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WUS maintient les cellules de la CZ indifférenciées en réprimant les 

programmes de différenciation (Figure Intro. 3B), contrôlés notamment par les 

FT KANADI (KAN) ou ASYMETRIC LEAVES (AS) et en induisant la 

transcription du répresseur de transcription TOPLESS (TPL) (Yadav et al., 

2013; Busch et al., 2010). L’analyse des transcrits de la CZ révèle un 

enrichissement en gènes liés à la réplication de l’ADN et la division cellulaire, 

reflétant la haute activité mitotique de ce tissu (Yadav et al., 2009). 

Le maintient du méristème par les cytokinines 

Une fois le méristème en place, l’expression de WUS est finement régulée 

pour s’adapter aux changements de morphologie du SAM au cours du 

développement et en réponse aux conditions extérieurs. 

En plus de WUS, le facteur de transcription SHOTMERISTEMLESS (STM) est 

nécessaire à la formation et au maintien du SAM. Les mutants forts stm 

n’initient pas de SAM et les mutants plus faibles échouent à le maintenir après 

la germination (Long and Barton, 1998; Long et al., 1996; Endrizzi et al., 1996). 

STM est exprimé dans l’ensemble du SAM. Alors que WUS régule la 

prolifération des cellules souches dans la CZ, STM inhibe la différentiation des 

cellules du SAM. Ces fonctions sont contrôlées indépendamment : STM ne 

requiert pas la présence de WUS pour inhiber la différenciation cellulaire, de 

même que WUS ne requiert pas la présence de STM pour stimuler la 

prolifération des cellules méristématique. En revanche, leur expression 

simultanée stimule drastiquement la prolifération des cellules souches, 

indiquant qu’ils agissent de manière synergique sur l’activité du méristème 

(Lenhard et al., 2002). STM agit en activant la synthèse des cytokinines (CK) 

via l’activation de la transcription de l’enzyme de biosynthèse 

ISOPENTENYLTRANSFERASE7 (IPT7) et via la répression de la synthèse 

de gibbérellines (GA) en inhibant la transcription de l’enzyme de biosynthèse 

GA20ox (Jasinski et al., 2005; Yanai et al., 2005) (Figure Intro. 3C). Alors que 

les GA induisent la différenciation des tissus (Ogas et al., 1997), les CK 

induisent la prolifération des cellules en stimulant la progression du cycle 

cellulaire via la régulation des Cyclines D (Riou-Khamlichi et al., 1999; Lenhard 

et al., 2002). Dans le SAM, les CK sont perçues par les récepteurs 



 

- 31 - 
 

ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASE2/4 (AHK2/4) qui activent et répriment 

dans l’OC l’expression de WUS et CLV1, respectivement (Gordon et al., 2009; 

Chickarmane et al., 2012). De plus, WUS sensibilise les cellules de l’OC aux 

CK en réprimant les inhibiteurs de réponse aux CK ARABIDOPSIS 

RESPONSE REGULATORs de type A (A-ARR) (Leibfried et al., 2005; Zhao 

et al., 2010), formant une boucle d’auto-activation (Figure Intro. 3C). 

Il est également prédit par des modélisations que le maintien d’un rapport de 

taille constant entre le SAM et l’OC est le résultat d’un gradient de CK entre 

les couches externes et l’intérieure du SAM (Adibi et al., 2016; Gruel et al., 

2016; Chickarmane et al., 2012). Ce gradient résulte probablement  de 

l’activité des enzymes de synthèse des CK LONELYGUY4/7 (LOG4/7) dans 

la L1 et de la diffusion des CK dans le tissu  (Kuroha et al., 2009; Chickarmane 

et al., 2012; Gruel et al., 2016). Ce modèle repose en partie sur l’existence 

d’un signal encore non-identifié qui diffuserait de la L1 à moins grande 

distance que les CK et restreindrait l’expression des d’AHK2/4 au centre du 

SAM (Adibi et al., 2016; Gruel et al., 2016). 



 

- 32 - 
 

 

Figure Intro.  3. Organisation et maintenance du méristème. (A) Organisation fonctionnelle 
du méristème. Le centre organisateur (organizing centre; OC; bleu) organise l’architecture du 
méristème en induisant la prolifération des cellules-souches dans la zone centrale (central 
zone; CZ; rouge). Les cellules quittant la CZ vers la zone périphérique (peripheral zone; PZ) 
peuvent se différencier pour former les organes axillaires. Les cellules quittant l’OC par le bas 
vers le méristème médullaire (rib meristem; RM) formeront la vasculature. (B) Contrôle 
transcriptionnel du méristème. WUS est exprimé dans l’OC et diffuse vers la CZ où il induit la 
prolifération des cellules souches en partie en induisant TPL et en réprimant KAN et AS. De 
plus WUS induit l’expression du peptide CLV3 qui diffuse dans le SAM. CLV3 est perçu par 
les récepteurs CLV1/2/CRN en bordure de l’OC pour réprimer l’expression de WUS. De plus 
HEC induit la prolifération des cellules souches et PHB/PHV/CNA/ER induisent la 
différentiation. (C) Contrôle hormonal du SAM. La synthèse des CK par LOG4/7 dans la L1 et 
par IPT7, sous contrôle de STM, crée un gradient de CK dans le SAM. La forte concentration 
en CK dans l’OC induit l’activité des AHK2/4 stimulant l’expression de WUS. WUS inhibe les 
régulateurs négatifs de la transduction du signal CK ARR7/15. HEC active la transcription 
d’ARR7/15 ce qui limite l’étendue de l’OC et PHB/PHV/CNA/ER induisent ARR7/15 facilitant 
ainsi la differentiation 
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Des voies indépendantes de WUS régulent l’activité du méristème 

En plus de la boucle de régulation canonique CLV/WUS, l’activité du 

méristème est contrôlée par d’autres facteurs plus récemment identifiés 

(Figure Intro. 3B). Le facteur de transcription HECATE (HEC) est directement 

réprimé par WUS dans l’OC. L’expression de HEC dans l’OC entraîne l’arrêt 

du méristème. En revanche son expression dans la CZ entraîne la prolifération 

des cellules souches, indépendamment de WUS et CLV3 (Schuster et al., 

2014). HEC et WUS partagent un même sous-ensemble de cibles, qu’ils 

régulent différentiellement. HEC induit notamment la progression du cycle 

cellulaire et la transcription des ARR7/15. HEC jouerait donc à la fois sur la 

prolifération des cellules souches et sur la restriction de la taille du méristème 

(Schuster et al., 2014). 

Au moins deux autres voies de régulation de la morphologie du méristème 

existent en parallèle de la boucle CVL/WUS. Les mutants clv3, erecta (er) et 

jabba (jba1D ; allèle dominant) ont des interactions synergiques sur la taille du 

méristème (Mandel et al., 2016; Lee and Clark, 2015). JBA contrôle la 

transcription d’un microARN responsable de la dégradation des ARNm des 

facteurs de transcription de type HD-ZIPIII PHABULOSA (PHB), PHAVOLUTA 

(PHV) et CORONA (CNA) (Williams et al., 2005). PHB, PHV et CNA sont des 

inhibiteurs de l’activité du méristème dans différents tissus, incluant l’ovule et 

la fleur (Yamada et al., 2015; Landau et al., 2015). Comme les quadruples 

mutants wus phb phv cna montrent des signes d’activité méristématique, il est 

possible que PHB, PHV et CNA répriment des voies  indépendentes de WUS 

et CLV3 dans le SAM (Lee and Clark, 2015). Si CLV3, ER et les HD-ZIPIIIs 

agissent en parallèles pour contrôler la morphologie du SAM, ils en contrôlent 

des aspects distincts. Les mutants clv3 présentent un agrandissement du SAM 

en hauteur alors que le mutants jba1D présente un SAM extrêmement allongé 

latéralement. L’addition de la mutation er à jba1D entraine l’épaississement du 

SAM dans la direction perpendiculaire à l’allongement des jba1D (Mandel et 

al., 2016). Cela suggère que les HD-ZIPIII, contrôlés par JBA d’un côté, et ER 

de l’autre, régulent l’expansion du SAM latéralement dans des directions 

particulières. Une analyse des transcrits de ces mutants révèle que ER et les 

HD-ZIPIII répriment l’activité mitotique et la transduction du signal CK (via 
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l’induction des ARR7/15) dans la PZ (Mandel et al., 2016). Les HD-ZIPIII et 

ER pourraient donc jouer un rôle dans la ‘dé-méristématisation’ des cellules 

de la PZ, permettant leur différenciation. 

 L’organisation du méristème est contrôlée par la boucle régulatrice 

CLV/WUS 

 Les cytokinines jouent un rôle essentiel dans le maintien du 

méristème 

 D’autres facteurs régulent la balance prolifération/différenciation 

indépendamment de WUS 

2. La phyllotaxie  

Au fur et à mesure de la division des cellules souches, leur progéniture est 

repoussée latéralement dans la PZ. Alors que la différentiation est inhibée 

dans les cellules souches de la CZ, c’est dans PZ que va s’initier 

l’organogénèse. Cependant toutes les cellules ne sont pas recrutées pour 

l’organogénèse et les nouveaux organes ne sont pas formés continuellement 

par la PZ mais s’initient un par un, à partir d’un petit groupe de cellules 

fondatrices, selon un motif régulier qui conditionne la phyllotaxie, c’est à dire 

la disposition des feuilles et par extension des fleurs sur une tige. Plusieurs 

mutant produisant une inflorescence nue après transition florale ont été isolés. 

Ces mutants sont majoritairement impliqués dans la synthèse, le transport ou 

la signalisation de l’hormone auxine (Okada et al., 1991; Christensen et al., 

2000; Cheng et al., 2006; Przemeck et al., 1996), indiquant son rôle central 

dans l’initiation de nouveaux organes. La question du rôle de l’auxine dans la 

phyllotaxie et l’initiation de nouveaux organes a été abondamment discutée 

dans les dernières années (Armengot et al., 2016; Taylor-Teeples et al., 2016; 

Sassi and Vernoux, 2013; Vernoux et al., 2010). Je me concentrerai donc ici 

sur certains aspects importants de cette question dans le contexte de 

l’initiation des fleurs. 

Le transport de l’auxine contrôle l’organogénèse 

L’initiation des fleurs repose fortement sur le transport polaire de l’auxine. 

L’utilisation de l’inhibiteur du transport de l’auxine naptalame (NPA) ou la 
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mutation des transporteurs d’efflux PIN-FORMED1 (PIN1) abolit presque 

totalement la production de fleurs (Okada et al., 1991). La perte de PIN1 peut 

être compensée par l’application locale d’auxine, entrainant la formation d’un 

nouvel organe au site d’application (Reinhardt et al., 2000, 2003). Cela 

suggère que la concentration locale d’auxine, plutôt que sa simple présence, 

est un facteur déterminant de l’organogénèse. L’étude de la répartition du 

transporteur PIN1, à l’échelle cellulaire montre que PIN1 à une localisation 

polarisée dans la cellule (Reinhardt et al., 2003; Heisler et al., 2005). De plus, 

les transporteurs, qui sont localisés principalement dans la L1, s’organisent à 

l’échelle tissulaire afin de faire converger l’auxine à travers la L1 vers le site 

d’initiation d’un nouvel organe (Figure Intro. 4A) (Heisler et al., 2005; 

Kierzkowski et al., 2013). S’il est encore impossible de visualiser les flux 

d’auxine dans le SAM, cette observation est confirmé par l’expression du 

marqueur de réponse à l’auxine DR5 aux sites de convergence des PIN1 

(Heisler et al., 2005).  

Bien que le transport de l’auxine à travers la L1 soit primordial pour 

l’organogénèse, sa synthèse a lieu de manière moins localisée dans 

l’ensemble su SAM (Cheng et al., 2006). La synthèse de l’auxine s’effectue à 

partir du tryptophane par les enzymes TRYPTOPHAN 

AMINOTRANSFERASE OF ARABIDOPSIS (TAA) et YUCCA (YUC) (Won et 

al., 2011; Mashiguchi et al., 2011; Zhao et al., 2001). La synthèse de l’auxine 

semble être aussi importante que son transport pour l’initiation des fleurs car 

la combinaison de mutants dans les gènes YUC exprimés dans le SAM 

entraîne une réduction dramatique de la production d’organes et parfois une 

inflorescence nue (Cheng et al., 2006, 2007a). Il a été proposé que l’auxine 

soit concentrée dans la L1 par les transporteurs d’influx AUXIN RESISTANT1 

(AUX1) et Like-AUX1 (LAX1). Cette hypothèse est étayée par le fait que les 

AUX1/LAX1 sont principalement exprimés dans la L1, sont distribuées de 

manière homogène à la membrane des cellules et sont aussi impliqués dans 

la régulation de la phyllotaxie (Stieger et al., 2002; Reinhardt et al., 2003; 

Kierzkowski et al., 2013). Les AUX1/LAX1 pourraient alors activement pomper 

l’auxine vers la L1 et l’y piéger (Figure Intro. 4A-B). 
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Figure Intro.  4. La création de maxima d’auxine contrôle la phyllotaxie. (A) 
Représentation schématique des flux d’auxines dans l’inflorescence. La synthèse de l’auxine 
à partir du tryptophane (Trp) a lieu dans le SAM et nécessite l’activité des enzymes des 
familles TAA et YUC. L’auxine est pompée vers la L1 par les transporteurs d’influx 
AUX1/LAX1. Les maxima d’auxine sont créés par la convergence des flux induits par les 
transporteurs d’efflux PIN1 dans la L1 en direction du site d’initiation de l’organe (P0). Une fois 
l’organe initié (P1) les transporteurs PIN1 des cellules adaxiales (‘’au-dessus’’) à l’organe 
changent de polarisation pour créer un flux d’auxine vers le site d’initiation du prochain organe. 
Le maximum d’auxine entraine également la relocalisation basale d’une partie des 
transporteurs PIN1, permettant la redirection du flux d’auxine à l’intérieur du tissu. (B) La 
polarisation des transporteurs PIN1 dans la L1 est orientée par la concentration relative en 
auxine des cellules adjacentes, de manière à transporter l’auxine à l’encontre du gradient. 
Lorsqu’une quantité critique d’auxine est atteinte PIN1 se relocalise à la membrane basale de 
la cellule, ce qui permet l’export de l’auxine vers les couches internes du méristème. 

 

Ces observations ont été intégrées dans plusieurs modèles du transport de 

l’auxine dans le SAM (Jönsson et al., 2006; de Reuille et al., 2006; Smith et 

al., 2006). D’après ces modèles, la polarisation des transporteurs PIN1 serait 

contrôlée par la concentration relative des cellules adjacentes, les PIN se 

localisant à la membrane adjacente à la cellule avec la plus grande 

concentration (Figure Intro. 4B). L’implémentation de cette règle combinée à 

la synthèse d’auxine et sa rétention dans la L1 permet de reproduire la 

localisation de PIN1 dans un SAM in silico (Jönsson et al., 2006; de Reuille et 

al., 2006; Smith et al., 2006). Ce système implique néanmoins une grande 

dynamique de la localisation des PIN1 dans la cellule. En effet après la 

création d’un maximum d’auxine, la polarité des PIN s’inverse très rapidement 

dans les cellules adaxiales (‘’au-dessus’’) au primordia afin de se réorienter 

vers le nouveau maximum (le futur primordium) (Figure Intro. 4A) (Heisler et 

al., 2005; Jönsson et al., 2006; Smith et al., 2006). 

La polarisation de PIN1 est contrôlée par des modifications post-

traductionnelles, régulées notamment par la kinase PINOID (PID) 

(Michniewicz et al., 2007), exprimée dans l’inflorescence (Christensen et al., 

2000). En accord avec cela, les mutants pid sont extrêmement similaires aux 
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mutants pin ou aux plantes traités au NPA (Bennett et al., 1995). De la même 

manière, les plantes exprimant PID constitutivement présentent des 

phénotypes suggérant une perturbation du transport polarisé de l’auxine 

(Christensen et al., 2000; Benjamins et al., 2001). Il a été montré que PID 

induit la localisation apicale de PIN1 dans les cellules de l’épiderme de 

l’inflorescence, alors que chez les mutants pid, PIN1 est localisé au pôle basal 

des cellules (Friml et al., 2004). La polarisation de PIN1 est également régulée 

par la kinase PP2A, qui agit de manière antagoniste à PID (Michniewicz et al., 

2007). La position de PIN1 dans la cellule est extrêmement dynamique. PIN1 

est constamment internalisé puis recyclé vers la membrane (Geldner et al., 

2001; Dhonukshe et al., 2007). La perturbation de l’endocytose dépendante 

des clathrines provoque l’accumulation de PIN1 dans les membranes et la 

dépolarisation de sa localisation dans l’embryon (Kitakura et al., 2011). Ces 

résultats suggèrent que les kinases et phosphatases contrôlant la polarisation 

de PIN régulent son recyclage à une membrane particulière plutôt que son 

internalisation, permettant une relocalisation rapide de PIN en fonctions des 

flux d’auxines.  

La transduction du signal auxinique 

La perception nucléaire de l’auxine requiert une machinerie complexe et 

implique un mécanisme de ‘dégradation de répresseur’ (Figure Intro. 5). En 

présence de niveaux d’auxine bas, les protéines de la famille Auxin/INDOL-3-

ACETIC ACID (Aux/IAA) sont liés aux facteurs de transcription AUXIN 

RESPONSE FACTOR (ARF) et recrutent le corépresseur TPL pour inhiber la 

transcription des gènes de réponse à l’auxine (Tiwari et al., 2001; Overvoorde 

et al., 2005; Okushima et al., 2005; Szemenyei et al., 2008; Long et al., 2006; 

Weijers et al., 2005; Ulmasov et al., 1997). L’ajout d’auxine entraîne 

l’adressage des Aux/IAA au protéasome par un complexe ubiquitin  protein 

ligase SCFTIR1/AFB (Gray et al., 2001, 1999). Les ARFs ainsi libérés de la 

répression par TPL entraînent la transcription des gènes de réponse à 

l’auxine.  
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Figure Intro.  5. Activation des gènes de réponse à l’auxine. (A) MP (bleu) lie l’ADN en 
dimère. En présence de peu d’auxine, IAA12/BDL (vert) lie MP et recrute le corépresseur TPL 
(orange) qui permet le maintien à l’état réprimé des gènes de réponses à l’auxine. TPL agit 
en partie en recrutant indirectement HDA19 (jaune) qui modifie localement la chromatine et 
empêche ainsi la transcription. (B) La présence d’auxine déstabilise l’interaction MP/IAA12. 
IAA12 est alors recruté par le complexe TIR1/AFB qui l’adresse pour dégradation au 
protéasome. MP recrute les remodelleurs chromatiniens SYD et BRM, qui augmentent 
l’accessibilité de la chromatine, permettant la transcription des gènes de réponses à l’auxine. 

 

Il existe chez Arabidopsis 23 ARFs (Okushima et al., 2005), 29 Aux/IAA 

(Overvoorde et al., 2005) et 6 AFBs (AUXIN SIGNALING F- BOX) (Dharmasiri 

et al., 2005). Dans le cadre de l’initiation du méristème, les principaux acteurs 

sont ARF5/MONOPTEROS (MP) et IAA12/BODENLOS (BDL). MP est 

important au stade embryonnaire pour la mise en place des méristèmes apical 

et racinaire, puis après la transition florale pour l’initiation des méristèmes 

floraux, les mutants hypomorphes mp-S319 ayant un phénotype semblable à 

celui des mutants pin après la transition florale (Cole et al., 2009). MP interagit 

directement avec BDL et les mutants insensibles à l’auxine bdl ont un 

phénotype embryonnaire semblable à celui des mutants mp (Hamann et al., 

1999, 2002).  

L’importance de la répression par TPL des cibles de MP a été démontrée de 

manière spectaculaire par la transformation de la tige en racine chez les 

mutants dominants tpl-1 (Long et al., 2006). Le recrutement de TPL par les 

Aux/IAAs aux sites de liaisons de MP sur l’ADN permet le recrutement de 

l’HISTONE DEACETYLASE19 (HDA19) qui entraîne la stabilisation de la 

répression des gènes cibles par des modifications chromatiniennes (Wu et al., 

2015; Krogan et al., 2012). L’auxine permet de lever la répression par TPL ce 

qui permet le recrutement des remodelleurs chromatiniens SPLAYED (SYD) 

et BRAHMA (BRM) par MP (Wu et al., 2015). SYD and BRM augmentent 

l’accessibilité des loci liés par MP à la transcription, et donc l’activation des 
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gènes de réponse à l’auxine (Wu et al., 2015). De plus, il a été montré que MP 

et les complexes MP-BDL sont capables de former des oligomères sur l’ADN 

peut-être pour lier de multiples sites, et ainsi former des boucles d’ADN pour 

l’activation et/ou la répression des gènes de réponse à l’auxine (Nanao et al., 

2014). 

TPL est induit par WUS (Busch et al., 2010; Yadav et al., 2013) dans le 

méristème, permettant probablement de maintenir réprimés les programmes 

de différentiation dans les cellules quittant la CZ. Le maximum d’auxine créé 

par convergence des PIN1 permettrait alors l’activation ponctuelle par MP de 

ces programmes dans les cellules fondatrices. Cependant, il est intéressant 

de noter que la fusion directe du domaine de liaison à l’ADN de MP au domaine 

recrutant SYD et BRM, permettant donc de court-circuiter la répression par les 

Aux/IAA, ne semble pas perturber profondément la phyllotaxie (Wu et al., 

2015). Il existe donc probablement des couches régulatrices supplémentaires, 

indépendantes de MP, régulant l’organisation de l’organogénèse.  

La création d’un champ d’inhibition permet de stabiliser de la phyllotaxie  

Après la création d’un maximum d’auxine, déclenchant la réponse 

transcriptionnelle contrôlée par MP, le flux d’auxine est canalisé vers l’intérieur 

des tissus depuis la pointe du primordium, permettant d’initier la 

vascularisation. Cela est caractérisé par la localisation basale du transporteur 

PIN1 dans la L1  et sa présence dans les tissus proto-vasculaires (Reinhardt 

et al., 2003; Heisler et al., 2005; Furutani et al., 2014; Bayer et al., 2009). Cette 

relocalisation de PIN1 est contrôlée par la famille de protéines MACCHI-BOU4 

(MAB4), induites directement par MP (Furutani et al., 2014). Les mutants dans 

les gènes de la famille MAB4 ou une combinaison de mutants mab4 yuc1 yuc4 

présentent des défauts d’initiation de primordia floraux (Cheng et al., 2007b; 

Furutani et al., 2014).  

La création d’un puit d’auxine permet d’une part la vascularisation du 

primordium, et d’autre part, par la canalisation de l’auxine vers l’intérieur du 

tissu, la création d’une zone pauvre en auxine autour du primordium, 

prévenant la formation d’un nouveau maximum (Smith et al., 2006; de Reuille 

et al., 2006; Stoma et al., 2008). 
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Les CK apportent un niveau de régulation supplémentaire de la phyllotaxie. Le 

régulateur négatif de transduction du signal CK, ARABIDOPSIS HISTIDINE 

PHOSPHOTRANSFER PROTEIN6 (AHP6), est nécessaire pour empêcher 

l’initiation simultanée d’organes au niveau du SAM (Besnard et al., 2014a). 

AHP6 est directement induit dans les primordia par MP et diffuse dans le SAM, 

inhibant la signalisation des CK (Besnard et al., 2014b, 2014a). Or il a été 

montré que les CK permettent l’activation ectopique des réponses auxiniques 

en complément d’un traitement à l’auxine (Besnard et al., 2014b), indiquant 

une synergie dans la signalisation de l’auxine et des CK. Les organes seraient 

donc initiés en réponse à l’auxine aux sites où AHP6 est minimal (i.e. où la 

signalisation CK est maximale). Cela révèle un double rôle de MP dans la 

régulation des CK pour le contrôle de la phyllotaxie : d’un côté MP active la 

formation des organes en inhibant localement ARR7/15, de l’autre, MP inhibe 

la formation de primordia dans le voisinage en induisant l’expression d’AHP6 

qui diffuse. 

 La phyllotaxie dépend de la création de maxima locaux d’auxine 

 L’auxine est localement concentrée par la polarisation des 

transporteurs PIN1 

 Le signal auxinique est intégré par MP au niveau transcriptionnel 

 L’interaction auxine/CK permet de stabiliser la phyllotaxie 

II. Le développement floral 
Après la spécification d’un groupe de cellules comme cellules fondatrices, le 

premier signe visible de l’organogénèse est la formation d’une excroissance 

sphérique (stade 1) qui se détache progressivement du SAM (stade 2). A ce 

stade cette structure se met à exprimer des marqueurs du méristème, 

indiquant qu’elle acquiert de novo une identité méristématique. La formation 

d’un méristème floral est essentielle pour maintenir la prolifération cellulaire 

nécessaire à l’organogénèse florale. Cette identité méristématique perdure 

jusqu’au stade 6, le bouton floral acquiert alors une croissance déterminée et 

le méristème est consommé dans l’organogénèse. Comment le méristème 

est-il établi au sein de la jeune structure florale ? Comment sont spécifiées 
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l’identité de la fleur puis celle des différentes couronnes d’organes ? Comment 

l’identité méristématique s’éteint-elle ? Ce sont les questions auxquelles 

j’essaierai de répondre dans cette partie. 

1. Article 1 : ‘A Flower is Born : Recent Progress on Arabidopsis 

Flower Meristem Formation’ 

Une fois le site d’initiation d’un organe déterminé, MP entraîne la transcription 

de nombreux gènes permettant la formation d’une fleur. De nombreuses 

avancées récentes dans l’étude des gènes régulés par MP et leurs effets sur 

le développement floral nous permettent de formuler quelques hypothèses sur 

le contrôle de l’initiation du méristème floral. Ces avancées et les hypothèses 

qu’elles ont engendrées sont présentées dans l’article 1 (Denay et al., 2017). 
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2. Que peut-on apprendre de la formation des méristèmes 

végétatifs ? 

Bien que les organes axillaires initiés avant et après la transition florale soient 

très différents, la structure des entrenœuds est fondamentalement similaire 

(Figure Intro. 2). L’entrenœud est en général constitué d’un méristème axillaire 

(axillary meristem AM) sous-tendu par une feuille. Lors du développement 

végétatif le méristème axillaire est un méristème caulinaire latéral (lateral 

shoot meristem LSM). Son develloppement n’est pas toujours simultané avec 

celui de la feuille et il reste quiescent à l’aisselle de la feuille. Après la transition 

florale, le méristème axillaire est un méristème floral (flower meristem FM) et 

est sous-tendu par une feuille modifiée, la bractée qui ne se développe pas 

chez Arabidopsis et est consommée par la croissance du FM. Malgré ces 

différences de développement, les réseaux de gènes contrôlant la mise en 

place des LSM et des FM partagent de nombreux acteurs. De récentes 

avancées dans la mise en place des LSM sont donc potentiellement 

transférables à l’étude des FM. 

La conservation des acteurs régulant l’initiation des méristèmes axillaires et floraux 

Un des premiers signes moléculaires de l’initiation d’un organe axillaire, après 

la réponse auxinique, est l’extinction de STM. Cette réponse est conservée 

pour la mise en place des LSM et FM (Long and Barton, 2000). L’activation de 

la signalisation CK, précède ensuite l’établissement des marqueurs du 

méristème WUS et CLV3,  et la réactivation de STM, lorsque le primordium 

est déjà visible comme un groupe de cellules distinct  (Shi et al., 2016; Wang 

et al., 2014b, 2014a; Long and Barton, 2000; Yoshida et al., 2011; Denay et 

al., 2017).  

En plus des mécanismes discutés dans l’article 1, certains acteurs ont été 

beaucoup plus étudiés pour leur rôle dans la mise en place des LSM mais sont 

ou pourraient aussi être impliqués dans la mise place des FM (Figure Intro. 

6A). Le facteur de transcription de la famille HD-ZIPIII REVOLUTA (REV) est 

nécessaire à la fois pour la formation des LSM et des FM (Otsuga et al., 2001; 
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Prigge et al., 2005). Les mutants rev initient moins d’AM que les plantes 

sauvages et les fleurs produites sont souvent incomplètes, reflétant 

probablement un problème de maintenance des FM. En accord avec cela, 

l’expression de REV précède l’émergence du FM et les mutants rev sont 

épistatiques à stm, indiquant une possible régulation de STM par REV (Otsuga 

et al., 2001). Plus récemment, il a été montré que les HD-ZIPIII PHB, PHV et 

CNA, qui agissent de manière antagoniste à REV dans la régulation des 

méristèmes (Prigge et al., 2005), sont impliqués dans la restriction de la taille 

du méristème floral (Landau et al., 2015). De manière intéressante, REV est 

aussi exprimé dans la PZ du SAM et l’expression de REV dans le domaine 

basal de l’embryon suffit à le convertir en SAM (Otsuga et al., 2001; Smith and 

Long, 2010). Malgré les efforts pour identifier les cibles génomiques de REV, 

ces approches ont fourni peu de résultats en ce qui concerne son rôle dans la 

régulation des cellules souches et ont plutôt étayé un autre rôle de REV, dans 

la régulation de l’identité adaxiale des organes (Brandt et al., 2012; Reinhart 

et al., 2013).  

Les facteurs de transcription YABBY (YAB) et notamment 

YAB1/FILAMENTOUS FLOWER (FIL) agissent de manière antagoniste à 

REV pour la détermination de la polarité des organes axillaires (Eshed et al., 

2001). Cependant les mutants fil ont des phénotypes similaires aux mutants 

rev pour l’initiation des méristèmes floraux, avec la formation de structures 

filamenteuses (Chen et al., 1999; Sawa et al., 1999). En revanche, les fleurs 

initiées par les mutants fil et fil yab3 forment parfois cinq sépales ou plus 

(Goldshmidt et al., 2008; Chen et al., 1999). De plus FIL et YAB3 restreignent 

les domaines d’expression de WUS et CLV3 dans le SAM via l’induction du 

facteur de transcription présomptif LATERAL SUPRESSOR (LAS) à la 

frontière organe-SAM (Goldshmidt et al., 2008). Les relations entre REV et FIL 

sont donc assez intrigantes : antagonistes dans le contrôle de la polarité des 

organes et exprimés dans des domaines différents ils contrôlent cependant de 

manière similaire la mise en place du FM. 

LAS est un régulateur connu de la formation des LSM et les mutants las 

échouent presque complétement à former des tiges secondaires à l’aisselle 

des feuilles de rosettes (Greb et al., 2003). En revanche les plantes las forment 
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normalement des tiges secondaires et des fleurs après la transition florale. 

Cela indique que soit LAS n’est pas requis après la transition florale, malgré 

son expression dans le SAM, soit d’autres voies redondantes régulent 

l’initiation des AM après la transition florale (Greb et al., 2003). Il a été proposé 

que LAS agisse en régulant l’expression de REV (Greb et al., 2003).  

 

Figure Intro. Intro.  6 . Réseau de gènes dans la frontière et leur rôle dans la formation 
des LSM. (A) Réseau présomptif de gènes exprimés contrôlant la mise en place des AM. 
RAX1 est induit par EXB1 dans les tissus végétatifs et par LFY dans les fleurs. RAX1 induit 
l’expression de CUC2. Les gènes CUCs régulent LAS qui induit lui-même l’expression de 
REV. LAS est aussi sous le contrôle de FIL qui est exprimé de manière antagoniste à REV. 
REV induit l’expression de STM. STM et RAX1 agissent probablement via  la synthèse des 
cytokinines.  (B) Mise en place des LSM. Le maximum d’auxine induit l’activité 
transcriptionnelle des ARFs et la répression de STM. L’expression de STM dans le primordium 
n’est pas totalement abolie mais réduite à un niveau basal. L’expression de REV, peut-être 
dépendante de LAS, permet la ré-induction de STM dans la zone frontière. STM, 
potentiellement aidé par RAX1 permet la synthèse de CK dans la frontière. Les CK sont des 
activateurs de WUS. 

 

En plus de sa régulation par FIL, l’expression de LAS est contrôlée par les 

gènes de frontière de la famille CUP-SHAPED COTYLEDON (CUC), CUC1 et 

CUC2 (Raman et al., 2008). Le troisième membre de cette famille, CUC3, 

régule également la formation des AM, avec un rôle plus important dans la 

formation des LSM à l’aisselle des feuilles de rosettes. Bien que l’activité des 

CUC1/2/3 ne semble pas absolument requise pour l’initiation des FM, 
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l’expression de versions de CUC1 ou CUC2 insensibles à la dégradation de 

leur ARNm par des miRNA entraîne la formation de méristèmes accessoires, 

à l’aisselle d’un AM existant et à la formation de cluster de fleurs pour CUC2 

(Raman et al., 2008; Peaucelle et al., 2007).  

L’expression de CUC2 est en partie régulée par les facteurs de transcription 

Myb R2R3, REGULATOR OF AXILLARY MERISTEMS1/2/3 (RAX1/2/3) 

(Müller et al., 2006; Keller et al., 2006). Les RAX sont exprimés dans les 

frontières entre le SAM et les organes axillaires et régulent de manière 

redondante la formation des LSM, avec un rôle prépondérant pour RAX1. De 

plus les gènes RAX agissent en parallèle avec LAS pour la régulation des LSM 

(Müller et al., 2006; Keller et al., 2006). Comme les défauts d’initiation de LSM 

des mutants rax1 peuvent être compensés l’expression locale du gène IPT de 

biosynthèse des CK , RAX1 pourrait agir via la régulation de la synthèse des 

CK (Wang et al., 2014b). L’expression de RAX1/2/3 à l’aisselle des feuilles est 

contrôlée par le facteur de transcription EXCESSIVE BRANCHING1 (EXB1) 

dont l’allèle dominant exb-1D induit la prolifération de tiges secondaires (Guo 

et al., 2015). Il a également été proposé que LFY puisse contrôler l’initiation 

des FM via  l’induction directe de RAX1 (Chahtane et al., 2013). 

Un mécanisme pour l’établissement des méristèmes caulinaires latéraux  

De profondes avancées dans la compréhension de la mise en place des LSM 

sont venues ces deux dernières années des travaux des équipes de Yuling 

Jiao et Klaus Theres. Ces travaux ont révélé qu’un minimum d’auxine dans la 

frontière ‘’SAM – organe’’ est requis pour l’établissement des LSM (Wang et 

al., 2014a, 2014b). Ce minimum est obtenu par la canalisation de l’auxine vers 

la pointe de la feuille et vers les sites d’initiation des prochains primordia 

(Figure Intro. 6B). Le minimum d’auxine est un prérequis à l’expression de 

STM dans la frontière, et est suivi par une augmentation de la signalisation 

des CK permettant l’établissement du méristème (Wang et al., 2014b, 2014a). 

L’imagerie de l’expression de STM au cours de ce processus a révélé qu’il 

reste exprimé dans la frontière à très bas niveau (Shi et al., 2016). 

L’expression de REV dans la frontière permet de renforcer l’expression de 

STM par liaison directe de son promoteur lors de l’initiation du LSM (Shi et al., 
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2016). STM serait alors probablement en partie responsable de 

l’augmentation des CK, via son action sur leur synthèse (Jasinski et al., 2005). 

Cette étude montre en revanche que REV n’est pas capable d’initier de novo 

l’expression de STM, et que le maintien de bas niveaux de STM est requis 

pour la mise en place des LSM (Shi et al., 2016).  

Dans les fleurs, STM est également exprimé à un niveau basal dans la 

frontière des primordia puis son expression augmente pendant les stades 1 et 

2 du développement du FM (Landrein et al., 2015). Lors de ces premiers 

stades, l’expression de REV pourrait coïncider avec celle de STM (Heisler et 

al., 2005), indiquant que le mécanisme observé pour la mise en place des LSM 

pourrait être aussi valide pour la mise en place des FM. Il est également 

intéressant de noter que chez les mutants dans les gènes de la famille MAB4, 

l’absence de relocalisation basale de PIN1 provoque l’accumulation d’auxine 

dans la L1 et le marqueur de l’initiation florale LFY ne s’exprime pas, bien que 

le marqueur de réponse à l’auxine DR5 montre un comportement normal 

(Furutani et al., 2014). Le minimum d’auxine requis pour la mise en place des 

LSM est donc probablement aussi requis pour la mise en place des FM. 

La large proportion de gènes exprimés dans les frontières et régulant la 

formation des AM illustre le rôle central de cette région pour l’initiation du 

méristème. Cela s’explique facilement pour les LSM car ils sont initiés 

directement dans cette zone, à l’aisselle des feuilles (Figure Intro. 6B). En 

revanche, les FM sont initiés au cœur du primordium, qui n’exprime pas les 

gènes marqueurs des frontières. Il est possible que l’expression très précoce 

des gènes de frontière prépare la mise en place du méristème. Une autre 

hypothèse serait que la frontière produise des signaux mobiles permettant 

l’établissement du méristème. Il est intéressant de noter que le SAM lui-même 

est initié dans une zone de frontière entre les deux cotylédons (Aida et al., 

1999, 1997). 

 Un même réseau contrôle la mise en place des LSM et des FM 

 Les flux d’auxine et la synthèse de cytokinines sont requis pour 

l’initiation des méristèmes 

 La zone de frontière est particulièrement importante pour l’initiation 

des méristèmes 



 

- 55 - 
 

3. Le développement floral 

Le développement d’un méristème axillaire en une fleur ou en une tige latérale 

est la conséquence d’un réseau de gènes déterminant son identité. Une fois 

l’identité florale établie, de profonds changements morphologiques se mettent 

en place : changement de la phyllotaxie, répression de la croissance de la 

bractée, développement des organes floraux et arrêt de l’activité du 

méristème. Une abondante littérature décrit ces processus (Chandler, 2012; 

Stewart et al., 2016; Sablowski, 2015; Ó’Maoiléidigh et al., 2014; Pajoro et al., 

2014b; Siriwardana and Lamb, 2012b; Bouché et al., 2016), je donnerai donc 

ici une vue d’ensemble des mécanismes gouvernant les différents aspects du 

développement floral, de la spécification de l’identité des organes floraux à la 

terminaison du méristème floral.  

 

Figure Intro.  7 . Détermination de l’identité florale. L’identité florale est induite par LFY et 
AP1, alors que l’identité de l’inflorescence est établie par TFL1. LFY/AP1 et TFL1 sont 
exprimés de manière antagoniste dans le SAM. L’expression de LFY est maintenue en partie 
par CAL et FUL. LFY induit directement AP1 qui maintient l’identité florale via une boucle de 
régulation positive avec LFY. L’identité florale peut être induite de manière indépendante de 
LFY par SVP et AGL24, lorsque la plante atteint un certain âge. 

 

Détermination de l’identité florale 

L’identité fleur ou inflorescence est déterminée par l’expression de LFY ou 

TERMINAL FLOWER1 (TFL1) respectivement (Figure Intro. 7). Les mutants 

lfy produisent des structures feuillues à la place des fleurs (Weigel et al., 
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1992), structure qui sont de plus sous-tendues par une bractée et ont une 

phyllotaxie spiralée rappelant celle de l’inflorescence (Weigel et al., 1992; 

Chandler and Werr, 2014). De plus l’expression ectopique de LFY entraine la 

conversion des tiges secondaires en fleurs (Weigel and Nilsson, 1995). Au 

contraire, chez les mutants tfl1 le méristème d’inflorescence se termine très 

tôt en une fleur terminale (Shannon and Meeks-Wagner, 1991). En plus de 

LFY, le facteur de transcription de type MADS APETALA1 (AP1) est important 

pour déterminer l’identité florale. Les mutants ap1 forment des fleurs 

secondaires à l’aisselle des feuilles remplaçant les sépales, indiquant une 

indétermination du développement (Mandel et al., 1992). De plus, la 

combinaison des mutations ap1 et lfy entraine une conversion complète des 

fleurs en tiges secondaires (Huala and Sussex, 1992). D’autres combinaisons 

de mutants induisent divers degrés de conversion des fleurs en tiges. Les 

gènes CAULIFLOWER (CAL) et FRUITFUL (FUL), très proches d’AP1 lui sont 

partiellement redondants pour la détermination de l’identité florale (Ferrándiz 

et al., 2000). Les mutants ap1 cal initient des méristèmes d’inflorescences en 

place des méristèmes floraux, résultant en une inflorescence ressemblant au 

chou-fleur, qui fleurit tardivement (Kempin et al., 1995; Ferrándiz et al., 2000). 

L’introduction de la mutation ful dans ap1 cal provoque l’abolition quasi 

complète de la floraison (Ferrándiz et al., 2000). L’expression forcée de LFY 

dans ce mutant permet de restaurer partiellement la floraison, indiquant un 

rôle de ces gènes dans le maintien de l’expression de LFY (Ferrándiz et al., 

2000). LFY induit l’expression d’AP1 dans les primordia floraux, et en retour 

AP1 induit l’expression de LFY, formant un boucle d’amplification renforçant 

l’identité florale (Liljegren et al., 1999; Wagner et al., 1999). Cependant AP1 

est également induit indépendamment de LFY par les facteurs SHORT 

VEGETATIVE PHASE (SVP) et AGAMOUS-LIKE24 (AGL24) (Grandi et al., 

2012). AP1 réprime directement l’expression de TFL1, empêchant le 

primordium d’acquérir une identité d’inflorescence (Liljegren et al., 1999) et 

TFL1 réprime l’expression de AP1 et LFY (Gustafson-Brown et al., 1994; 

Liljegren et al., 1999; Ratcliffe et al., 1999), permettant la définition de 

frontières nettes entre les identités fleur et inflorescence (Figure Intro 7). 
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En plus de la voie génétique, il a été montré récemment que les GA jouaient 

également un rôle dans la détermination de l’identité florale (Winter et al., 

2015; Yamaguchi et al., 2014a). Les GA sont des régulateurs connus de la 

transition florale (Blazquez et al., 1998). En revanche, l’application de GA 

après la transition florale retarde la formation de fleurs et les mutations dans 

divers gènes de synthèse des GA ou de signalisation par les GA l’accélère 

(Yamaguchi et al., 2014a). Dans les fleurs, LFY et AP1 induisent EUI-LIKE 

P450 A1 (ELA1), une enzyme potentiellement impliquée dans la dégradation 

des GA et STM inhibe la synthèse des GA par répression de l’enzyme GA20ox 

(Winter et al., 2015; Yamaguchi et al., 2014a; Jasinski et al., 2005).  
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Figure Intro.  8 . Spécification des organes floraux par les gènes ABCE. Profils 
d’expression des activités A (rouge), B (jaune), C (bleu) et des trois activités combinées (A) 
ou des gènes individuels (B) dans des fleurs de stade 3, 6 et 9. Les ébauches des différent 
organes sont indiqués par une lettre (s: sépales; p: pétales; e: étamines; c: carpelles). (A) 
L’activité combinée des gènes A et B est indiquée en orange et l’activité combinée des gènes 
B et C est indiquée en vert. (B) L’activité de LFY et des gènes SEPs est indiqué en vert et 
orange respectivement. 
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Le modèle ABC 

Une fois l’identité florale établie, l’identité de chacun des organes (sépales, 

pétales, étamines et carpelles) est établie par des combinaisons spécifiques 

de facteurs de transcription de la famille des FT MADS-box ou APETALA2 

(AP2) dans chacune des couronnes d’organes (Figure Intro. 8A-B). Il a été mis 

en évidence que les activités de trois classes de gènes différentes sont 

nécessaires dans les couronnes d’organes consécutives pour parvenir à la 

structure florale. Ces trois classes de gènes ont été nommées A, B et C et ont 

données naissance au modèle ABC original (Coen and Meyerowitz, 1991; 

Bowman et al., 1991).  

 

Figure Intro.  9 . Action combinatoire des gènes ABC.  LFY induit l’expression des gènes 
A (rouge), des gènes B (jaune) avec son co-régulateur UFO et des gènes C (bleu) avec son 
co-régulateur WUS. L’expression des gènes A et des gènes C est mutuellement exclusive. 
L’identité des différents organes est déterminée par un quartet de protéines MADS 
comprenant les protéines d’activité A, A/B, B/C ou C et des protéines SEPs. 

L’activité A est principalement supportée par AP1 et AP2 qui sont exprimés 

dans la totalité du primordium jusqu’au stade 3 mais dont l’expression se 

restreint ensuite aux ébauches de sépales et pétales (Gustafson-Brown et al., 

1994). Les mutants ap1 sont caractérisés par l’absence de pétales et par la 
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formation fleurs à l’aisselle des sépales convertis en feuilles (Gustafson-Brown 

et al., 1994). Chez les mutants ap2 les sépales et pétales sont remplacés par 

les organes reproducteurs (Bowman et al., 1991; Coen and Meyerowitz, 

1991). L’activité B est supportée par les gènes PISTALATA (PI) et AP3 dont 

l’expression est restreinte aux pétales et étamines (Krizek and Meyerowitz, 

1996). Les mutants pi et  ap3 sont caractérisés par la conversion des pétales 

et étamines en sépales et carpelles, respectivement (Bowman et al., 1991; 

Coen and Meyerowitz, 1991). La fonction C est supportée par AGAMOUS 

(AG) qui est exprimé au centre du FM et dans les ébauches d’étamines et de 

carpelles (Parcy et al., 1998). Les mutants ag sont caractérisés par un 

remplacement des étamines par des pétales et des carpelles par une nouvelle 

fleur, indiquant un défaut de spécification des couronnes internes 

accompagné d’une indétermination du méristème (Bowman et al., 1991; Coen 

and Meyerowitz, 1991).  

Les profils d’expression des gènes ABC sont établis via des interactions entre 

gènes des classes A, B et C et orchestrés par LFY (Figure Intro. 9). LFY induit 

l’expression des gènes AP1, AP3 et AG (Parcy et al., 1998). L’induction d’AG 

au centre du FM est dépendante de l’activité de LFY et de son corégulateur 

WUS (Lohmann et al., 2001; Busch et al., 1999; Lenhard et al., 2001). 

L’induction d’AG dépend également du remodelleur chromatinien 

ULTRAPETALA1 (ULT1), qui agit en parallèle de LFY et WUS (Engelhorn et 

al., 2014). La définition de frontières nettes entre les profils d’expression des 

gènes A et C est produite par la répression mutuelle d’AG et AP1/2 

(Gustafson-Brown et al., 1994; Mizukami and Ma, 1992), restreignant donc 

AP1/2 aux couronnes externes du FM. L’expression des gènes B dépend de 

la présence de LFY et du cofacteur UNUSUAL FLOWER ORGAN (UFO) 

exprimé dans les ébauches de pétales et d’étamines (Parcy et al., 1998; 

Honma and Goto, 2000). Cependant l’expression ectopique des gènes A, B 

ou C dans la feuille ne résulte pas en la formation d’organes floraux, indiquant 

la nécessité de facteurs floraux supplémentaires (Honma and Goto, 2001). 

Cette fonction (E) est remplie par les facteurs MADS-box de la famille 

SEPALLATA (SEP) 1-4 qui sont nécessaires à l’activité des gènes A, B et C 

(Ditta et al., 2004; Pelaz et al., 2000; Honma and Goto, 2001).  
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La base génétique de l’activité combinatoire des gènes ABCE s’explique par 

la capacité des FT MADS-box à agir en tétramères. Pour induire l’identité 

spécifique d’un organe le tétramère doit contenir certains MADS spécifiques 

(Figure Intro. 9) (Theissen, 2001; Krizek and Fletcher, 2005).  

Terminaison des cellules souches 

Contrairement aux tiges, les fleurs ont une croissance déterminée. Après la 

mise en place des organes floraux, l’activité du méristème s’arrête. La 

terminaison du méristème floral repose en grande partie sur l’activité d’AG. 

Chez les mutants ag une nouvelle fleur est formée au centre de la fleur de 

manière récursive, indiquant que le méristème maintient son activité (Coen 

and Meyerowitz, 1991; Bowman et al., 1991). AG induit l’expression de 

KNUCKLES (KNU) au centre du FM. Les mutants knu produisent des 

étamines et carpelles supplémentaires et chez les sur-expresseurs de KNU le 

FM est terminé précocement, indiquant que KNU est requis pour la 

terminaison du FM. KNU est normalement maintenu réprimé par la présence 

de répresseur de type Polycomb-group (PcG) sur son promoteur. L’activation 

de KNU ne semble pas dépendre de l’activité transcriptionnelle d’AG mais 

plutôt de sa compétition pour les sites de liaisons avec les PcG. Après 

l’éviction des PcG, les marques répressives de la chromatine déposées dans 

le promoteur de KNU sont retirées au fil des mitoses successives (Sun et al., 

2009, 2014). En plus d’AG, les facteurs HD-ZIPIII PHB, PHV et CNA et le 

facteur de transcription ER jouent un rôle dans la terminaison du FM. En effet 

dans un fond sensibilisé clv3, les mutations er et jab1D (régulateur négatif des 

HD-ZIPII, voir I.1.Voies indépendantes de WUS), entraînent la formation de 

carpelles surnuméraires et de couronnes d’organes supplémentaires, 

indiquant une activité prolongée du FM (Landau et al., 2015). 

 LFY détermine l’identité florale et orchestre l’identité des organes 

floraux 

 Continuité de l’identité florale et de l’identité des organes floraux via 

les réseaux contrôlés par LFY et AP1 

 L’activité du méristème floral est arrêtée par AG 
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III. Identification des gènes liés par des facteurs de 
transcription  

Les processus développementaux comme la formation des fleurs requièrent 

de nombreux acteurs dont la plupart interagissent génétiquement, formant des 

réseaux de gènes complexes. La modélisation de ces réseaux est un moyen 

d’évaluer le niveau de compréhension que l’on a des processus 

développementaux qu’ils régulent, d’identifier des acteurs manquants, ou 

sous-estimés. Pour modéliser les réseaux, il faut pouvoir déterminer les 

relations hiérarchiques entre les acteurs en leur sein (expérimentalement ou 

par prédiction), être capable d’interconnecter les différents réseaux et enfin, 

pour une modélisation fine, connaitre les propriétés de liaison des FT à l’ADN. 

La détermination du lexique des motifs d’ADN reconnus par les facteurs de 

transcription est une étape importante qui permet de répondre à certaines de 

ces questions. Les motifs de liaison des FT caractérisés jusque-là ont été 

rassemblés dans des bases de données, dont JASPAR (Mathelier et al., 2016) 

(Annexe 2), la base en accès libre de référence. Dans le cadre d’une 

collaboration j’ai participé à l’archivage d’une centaine de ces motifs pour des 

FT de plantes dans la version 2016 de JASPAR. Ce travail à constituer 

principalement en la vérification de données issue d’analyses haut-débit par 

comparaison avec les diverses données existantes dans la littérature. 

Dans les paragraphes suivants j’expose d’une part les méthodes 

expérimentales permettant d’identifier le lexique partiel des motifs de liaison 

d’un FT à l’ADN et d’autre part les méthodes de prédiction de l’ensemble de 

ces motifs en contexte génomique. 

1. Détermination expérimentale des séquences liées par un TF 

Méthodes biochimiques à haut-débit pour déterminer in vitro les sites de liaison d’un 

FT 

Plusieurs méthodes biochimiques ou de biologie moléculaire permettent 

d’obtenir sans a priori les motifs d’ADN liés par un facteur de transcription in 

vitro. Deux méthodes principales existent : l’évolution systématique de ligands 

par enrichissement exponentiel (Systematic Evolution of Ligands by 
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EXponential enrichement ; SELEX) et les puces d’hybridation de protéines 

(Protein Binding Micro-array ; PBM).  

Pour le SELEX, des oligonucléotides de séquences aléatoires sont 

sélectionnés par affinité pour le FT. Les oligonucléotides ainsi sélectionnés 

sont amplifiés par une étape de PCR. La répétition de ces deux étapes 

pendant plusieurs cycles permet d’enrichir considérablement la bibliothèque 

d’oligonucléotides en séquences ayant une haute affinité pour le FT. Cette 

bibliothèque d’oligonucléotides est ensuite séquencée pour identifier les 

séquences liées par le FT (Moyroud et al., 2011; Chai et al., 2011).  

Le PBM consiste en l’hybridation d’un FT sur une puce ADN contenant la 

plupart des combinaisons de 10 à 12 nucléotides. L’hybridation d’un anticorps 

fluorescent spécifique du FT permet d’identifier précisément les séquences 

liées (Franco-Zorrilla and Solano, 2014).  

Ces deux méthodes donnent des résultats similaires dans la plupart des cas 

et permettent de prédire de façon relativement solide les sites de liaisons in 

vivo (Orenstein and Shamir, 2014). La différence majeure entre ces deux 

techniques est leur débit. Le SELEX a été appliqué avec succès à plusieurs 

FT chez les plantes (pour des exemples voir Moyroud et al., 2011; Busch et 

al., 2010; Hosoda et al., 2002; Nole-Wilson and Krizek, 2000) mais nécessite 

un travail d’optimisation conséquent pour chaque facteur. En revanche le PBM 

est relativement simple à mettre en place et a permis l’analyse de nombreux 

FT chez Arabidopsis (Franco-Zorrilla et al., 2014; Weirauch et al., 2014). La 

principale limitation du PBM réside dans la taille des motifs pouvant être 

identifiés. La plupart des motifs déterminés par PBM correspondent à des 

séquences de 8 nucléotides environ alors que le SELEX a permis 

l’identification de motifs beaucoup plus longs, comme celui de LFY qui 

correspond à une séquence de 19 nucléotides (Moyroud et al., 2011; Franco-

Zorrilla et al., 2014; Weirauch et al., 2014; Stormo and Zhao, 2010).  

La purification d’ADN génomique par affinité – ChIP in vitro ou DAPseq 

Une amélioration récente de ces techniques est la purification, non plus 

d’oligonucléotides mais de fragments d’ADN génomique isolés de noyaux, par 

affinité pour le FT d’intérêt produit in vitro. Cette purification est couplée au 
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séquençage haut-débit des fragments purifiés (DNA Affinity Purification-

sequencing ; DAPseq) (O’Malley et al., 2016). Cette méthode présente de 

nombreux intérêts comparés au SELEX ou au PBM : les fragments d’ADN 

testés sont issus directement du génome, ils sont longs d’environ 200 

nucléotides ce qui permet d’identifier des motifs de liaison à l’ADN bien plus 

longs qu’avec le PBM. Cette technique permet ainsi de caractériser les 

propriétés d’espacement et d’orientation des sites de liaison proches : ainsi si 

ARF2 lie préférentiellement des sites inversés distants d’une quinzaine de 

nucléotides, ARF5 qui lui est structurellement très proche et reconnait les 

même motifs d’ADN, lie des sites répétés distant d’une dizaine de nucléotides 

ou des sites palindromiques distant de 17 nucléotides (O’Malley et al., 2016). 

Cette technique, utilisable à haut débit, permet donc de tenir compte du 

contexte génomique et de préciser certaines propriétés de liaison d’un FT à 

l’ADN. 

L’immuno-précipitation de la chromatine 

En parallèle à ces techniques in vitro, la technique d’immuno-précipitation de 

la chromatine (ChIP) permet de déterminer les sites de liaison d’un facteur de 

transcription in vivo. Des organes, tissus ou cellules sont fixés de façon à 

rendre covalentes les liaisons protéine-ADN et protéine-protéine (Yamaguchi 

et al., 2014b; Saleh et al., 2008; Yant et al., 2010). Le FT est alors immuno-

précipité permettant la purification des fragments d’ADN qu’il lie in vivo dans 

un contexte biologique précis (Yamaguchi et al., 2014b; Saleh et al., 2008; 

Yant et al., 2010). Cette méthode permet ainsi l’identification des régions du 

génome liées par une protéine, qu’elle lie l’ADN directement ou via des 

cofacteurs. Cependant, contrairement à ce qui est obtenu in vitro, les sites de 

liaison identifiés ne constituent pas tous les sites de liaison potentiels du FT 

mais uniquement un sous-ensemble des sites liés par la protéine, dépendant 

du contexte biologique (tissu, stade de développement, conditions de 

cultures…).  
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2. Modélisation et prédiction des sites de liaison d’un FT 

Modéliser l’affinité un FT pour l’ADN 

Une fois qu’un ensemble de séquences liées par un FT est connu, il est 

possible de construire un modèle décrivant l’affinité de la protéine pour l’ADN. 

Ces modèles sont communément appelés matrices de poids-position (position 

weight matrix PWM) ou matrice de score position-spécifique (position specific 

scoring matrix PSSM). Ces modèles sont construits à partir d’alignements de 

séquences liées et permettent d’assigner à un motif d’ADN donné un score 

représentant l’affinité relative du FT pour le motif. Il existe deux méthodes de 

construction des PWM : une méthode probabiliste, et une méthode 

thermodynamique. Pour chacune de ces méthodes une matrice de fréquence 

est établie, représentant la fréquence de chaque nucléotide i à chaque position 

j de l’alignement de séquence liées (Wasserman and Sandelin, 2004; Stormo, 

2000).  

Dans la modélisation probabiliste la fréquence est considérée comme la 

probabilité du nucléotide à cette position. Le score attribué à chaque paire 

nucléotide-position est calculé comme le log de la fréquence ௜݂,௝ de la base à 

cette position par rapport à la fréquence attendue ௕݂ dans le génome. Le score 

W de chaque motif d’ADN est donc obtenu comme la somme du score des 

paires nucléotide-position dans le motif : 

�(݅|݆) =  ∑ log ቆ ௜݂,௝௕݂ ቇ ௡
௝=ଵ  

Le score représente ici la probabilité du motif d’être lié par la protéine, un score 

nul ayant la même probabilité que le bruit de fond (Staden, 1984).  

Dans la modélisation thermodynamique, la fréquence est considérée comme 

proportionnelle à l’énergie libre de liaison. Le score attribué à chaque paire 

nucléotide-position est calculé comme l’opposée (une énergie devant être 

positive) du log de la fréquence ௜݂,௝ du nucléotide par rapport au nucléotide 

favorisé (i.e. minimisant l’énergie de liaison) à cette position ெ݂௔�,௝. Le score 

pour le motif complet est donc : 
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�(݅|݆) =  ∑ −log ቆ ௜݂,௝ெ݂௔�,௝ቇ௡ 
௝=ଵ  

Le score obtenu est donc positif ou nul, avec un score nul pour le motif 

minimisant l’énergie de liaison (Berg and von Hippel, 1987b). Certaines 

méthodes de calcul (e.g. MORPHEUS) utilisent un log positif, produisant donc 

un score négatif, représentant une pénalité énergétique (Minguet et al., 2015). 

Détermination des sites de liés par un FT 

Si le score permet d’obtenir une valeur représentant l’affinité du motif, il ne 

permet pas de savoir si le site est lié ou non. L’approche la plus commune 

pour décider de la liaison d’un motif est l’établissement d’un seuil au-delà 

duquel une séquence sera considérée comme liée. Il est possible via 

l’estimation de la distribution des scores à partir des fréquences de la matrice 

et du bruit de fond de déterminer un seuil satisfaisant un taux d’erreur de type 

I (faux-positifs) ou II (faux-négatifs) ou un rapport des deux (Sayou et al., 2016; 

Cock et al., 2009). Certaines méthodes prennent également en compte 

l’information contenue dans la matrice pour établir ce seuil (Hertz and Stormo, 

1999). Lorsque des données de ChIP sont disponibles, il est également 

possible de déterminer le seuil maximisant la discrimination des séquences 

liées et non liées (Sayou et al., 2016). Il existe également des méthodes 

permettant de prédire la probabilité pour une séquence d’être liée (Granek and 

Clarke, 2005) ou d’évaluer le nombre de molécules liées sur une séquence 

(Roider et al., 2007) à partir de la PWM. De manière intéressante, ces 

méthodes permettent de prendre en compte la coopérativité ou la compétitivité 

de liaison d’un ou plusieurs facteurs dans le calcul de la probabilité de liaison. 

Ces méthodes reposent en revanche sur l’estimation de la concentration en 

protéine, donnée rarement disponible in vivo et qui doit donc être définie 

comme une constante.   

La principale limitation à l’utilisation des matrices pour la prédiction de sites de 

liaison reste souvent la difficulté à réduire le taux de faux-positifs et faux–

négatifs. Certaines approches tentent de réduire ce problème en modifiant la 

manière dont sont construites les PWM. Les approches classiques 
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considèrent la contribution de chaque nucléotide comme indépendante pour 

la détermination de l’affinité du score. Des approches récentes utilisent une 

variété de modélisation différente : énergétique, chaînes cachées de Markov 

ou caractéristiques physiques. Toutes prennent en compte la participation 

interdépendante des différent nucléotides du motif ou sa topologie (Mathelier 

and Wasserman, 2013; Sharon et al., 2008; Zhao et al., 2012; Yang et al., 

2014). Ces améliorations augmentent sensiblement la robustesse de la 

prédiction des sites de liaison, mais sont toujours limitées dans la prédiction 

des sites de liaison au niveau génomique. En effet, tous les sites de liaison 

d’un FT ne sont pas occupés en permanence et cette liaison peut dépendre 

de plusieurs facteurs : statuts chromatinien, présence de co-facteurs, etc… 

(Won et al., 2010; Whitington et al., 2009). L’élaboration de modèles prédictifs 

au niveau génomique passera donc pas l’incorporation de ce type de données.  

L’ensemble de ces techniques donnent accès, par identification directe ou 

prédiction (voir ci-dessous) aux sites de fixation sur l’ADN d’un FT. C’est une 

information clef qui comparée à des données de transcriptomique peut 

notamment aider à identifier parmi les gènes régulés par un FT, ceux qui en 

sont des cibles directes. Ce type de technique prédictive est également 

particulièrement utile dans le cas d’espèces non-modèles ou pour des études 

‘evo-devo‘ sur des nombreuses espèces différentes (Moyroud et al., 2011). 

Ces approches permettent également d’étudier les propriétés de liaison à 

l’ADN des FT (Sayou et al., 2016), ou d’identifier les régulateurs potentiels 

d’un gène cible (McLeay and Bailey, 2010). 

 Différentes techniques permettent l’obtention d’un modèle de liaison 

d’un FT à l’ADN 

 L’utilisation de ces modèles permet la prédiction des sites de liaison à 

l’ADN 
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IV. LEAFY, REGULATOR OF AXILLARY 
MERISTEM 1 et REVOLUTA, trois facteurs de 
transcription impliqués dans la formation des fleurs ? 

1. LEAFY, régulateur central du développement floral 

LFY, un facteur de transcription conservé 

LFY est présent de manière ubiquitaire dans la lignée verte, des algues vertes 

charophytes aux angiospermes (Sayou et al., 2014). Si sa fonction dans les 

lignées les plus basales reste un mystère, sa fonction chez les angiospermes 

est très conservée. Chez les plantes modèles pour lesquels des mutants sont 

disponibles comme Arabidopsis, le maïs, le pétunia, la gueule-de-loup ou la 

tomate, les mutants lfy provoquent une conversion des fleurs en tiges, 

montrant un rôle conservé dans la détermination de l’identité florale (Molinero-

Rosales et al., 1999; Souer et al., 1998; Bomblies et al., 2003; Coen et al., 

1990; Weigel et al., 1992). Son rôle dans la formation des méristèmes semble 

également conservé chez le riz, le pois ou le maïs, la mutation des 

homologues de LFY dans ces espèces réduisant la complexité des panicules 

de riz et maïs et des feuilles de pois (Moyroud et al., 2010). Chez la mousse 

Physcomitrella patens, les deux homologues de LFY, PpLFY1 et 2, contrôlent 

la première division du zygote (Tanahashi et al., 2005). PpLFY1 complémente 

mal la formation des fleurs chez les mutants lfy d’Arabidopsis, indiquant une 

divergence fonctionnelle entre les plantes basales et les angiospermes 

(Maizel et al., 2005). Chez les gymnospermes LFY a un orthologue, NEEDLY 

(NLY). La fonction de NLY et LFY chez les gymnospermes est inconnue mais 

leur expression pourrait correspondre à un rôle dans le développement ou 

l’identité des cônes mâles et femelles (Vázquez-Lobo et al., 2007; Mellerowicz 

et al., 1998).  
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Figure Intro.  10. Conservation de LFY chez les plantes terrestres. (A) Représentation 
des domaines conservés de la protéine LFY. La fonction du domaine N-terminal (bleu) était 
inconnue au démarrage de ce travail de doctorat. Il s’agit d ’un domaine d’oligomérisation de 
type SAM pour Sterile Alpha Motif (Sayou et al., 2016). Le domaine C-terminal est un domaine 
de liaison à l’ADN de type HTH (orange). (B) Alignement des séquences protéiques de LFY 
chez les plantes terrestres (Adapté de Maizel et al., 2005). Les domaines N- et C-terminaux 
sont encadrés en bleu et orange respectivement. LFY : Arabidopsis thaliana, UNI: Pisum 
sativum, ALF : Petunia, PRFLL : Pinus radiata, WelNDLY: Welwitschia mirabilis, CrLFY2 : 
Ceratopteris richardii , PpLFY1 : Physcomitrella patens. 

 

LFY contient deux domaines très conservés en positions N- et C- terminales 

de la protéine (Figure Intro. 10). L’évolution de la liaison à l’ADN de LFY s’est 

faite principalement à travers des mutations discrètes du DBD alors que les 

multiples modifications de séquences du domaine peu conservé entre le DBD 

et le domaine N-terminal ont une influence minime sur la fonction de la 

protéine (Sayou et al., 2016; Maizel et al., 2005).  
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Liaison de LFY à l’ADN  

Le domaine C-terminal est un domaine de liaison à l’ADN (DNA binding 

domain ; DBD) fonctionnel, permettant la liaison au demi-site canonique 

(Figure Intro 11B). La résolution de sa structure a permis de révéler des 

similarités avec les domaines helix-turn-helix (HTH), typiquement impliqués 

dans les interactions protéine-ADN (Figure Intro. 11A) (Aravind et al., 2005; 

Hamès et al., 2008). Le DBD contient également une interface de dimérisation. 

Ainsi le DBD lie des sites pseudo-palindromiques composés de deux demi 

sites inversés. Les deux demi-sites sont séparés de trois bases, plaçant les 

deux monomères de DBD sur le même plan lors de la liaison à l’ADN (Hamès 

et al., 2008). La détermination du site de liaison par analyses des séquences 

liées en SELEX et en ChIP révèle un demi site de liaison de la forme 

NTGGNTAATN (Figure Intro. 11 B). On peut noter l’importance particulière 

des deux guanines contigus ainsi que la séquence non-aléatoire de 

l’espaceur. Bien que l’espaceur ne soit pas contacté directement par la 

protéine, sa séquence permet probablement de contraindre la topologie du 

site de liaison, en accord avec l’observation de la torsion particulière du brin 

d’ADN lié par LFY (Hamès et al., 2008; Moyroud et al., 2011). L’interface de 

dimérisation a une importance fonctionnelle sur la protéine. En effet un mutant 

de LFY touché spécifiquement dans cette interface présente une fonction 

florale réduite. La morphologie des fleurs est affectée et lorsque que la 

protéine est exprimée de manière constitutive, les fleurs ectopiques 

caractéristiques du 35S :LFY sont remplacées par des tiges (Chahtane et al., 

2013). Les acides aminés impliqués dans la dimérisation ne sont pas 

conservés chez les homologues algaux de LFY (Sayou et al., 2014). En accord 

avec cette observation, le motif d’ADN reconnue par KsLFY (Klebsormidium 

subtile) ne comporte pas la séquence d’espaceur, les demi-sites étant 

directement accolés. Cette conformation résulte probablement en la liaison de 

deux monomères de LFY possédant un contact protéine-protéine différent 

(Sayou et al., 2014). 
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Figure Intro.  11 . Propriétés du domaine de liaison à l’ADN de LFY. (A) Modèle d’un 
dimère de liaison à l’ADN (DBD) de LFY lié à un site de liaison dans le promoteur d’AP1 (bleu). 
Chaque monomère (jaune et orange) est composé de 7 hélices dont deux (a2 et a3, rouge) 
contactent le grand sillon de l’ADN (Adapté de Hamès et al., 2008). (B) Contenu d’information 
(en bits) de la matrice de liaison à l’ADN de LFY. La hauteur des lettres correspond à la 
probabilité du nucléotide à cette position. Chaque monomère reconnait un site de 8 
nucléotides, les deux sites sont séparés par un espaceur de 3 nucléotides (Adapté de 
Moyroud et al., 2011).  

 

Stimulation de la formation des méristèmes par LFY 

Plusieurs combinaisons de mutants incluant des mutations dans LFY ont été 

rapportées comme étant affectées non pas dans l’identité florale, mais dans la 

mise en place des fleurs (Sawa et al., 1999; Yamaguchi et al., 2013; Wu et al., 

2015). Ces mutants produisent des filaments à la place des fleurs indiquant 

une implication de LFY et d’autres gènes tel que ANT, AIL6 ou FIL dans 

l’établissement précoce de la morphogénèse florale et potentiellement dans la 

mise en place du FM. Il a de plus été montré récemment que l’expression 

ectopique d’une version de LFY avec une activité florale réduite est capable 

d’activer de manière précoce la formation de LSM à l’aisselle des feuilles de 

rosettes (Chahtane et al., 2013). LFY régule plusieurs gènes potentiellement 

impliqués dans la mise en place des LSM tels que RAX1, GRF5, ARR7 ou 

TEL2. Cependant la simple mutation de RAX1 suffit à supprimer l’effet de LFY 

sur la stimulation de la formation des LSMs, indiquant que RAX1 joue 

probablement un rôle majeur dans la fonction méristématique de LFY 

(Chahtane et al., 2013). Si toutes ces données convergent pour indiquer un 

rôle de LFY dans la mise en place des FMs, ce rôle n’a jamais été décrit au 

niveau moléculaire. 
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2. Rôles de RAX1 dans la mise en places des LSM 

RAX1 est un facteur de transcription de la famille des Myb R2R3, il contient 

un domaine de liaison à l’ADN dans sa partie N-terminal et sa partie C-

terminale est prédite comme étant largement désordonnée (Müller et al., 2006; 

Keller et al., 2006). Son rôle potentiel dans la formation des fleurs n’a été 

évoqué que récemment (Chahtane et al., 2013). Initialement il a été identifié 

simultanément par deux approches différentes. RAX1 est d’une part 

l’orthologue du gène Blind de la tomate, impliqué dans l’établissement des 

axes latéraux (Schmitz et al., 2002; Müller et al., 2006). Par ailleurs il a été 

identifié lors d’un criblage d’activateurs de la formation de méristèmes (Keller 

et al., 2006). La présence d’un T-DNA contenant plusieurs copies du 

promoteur constitutif 35S dans le promoteur de RAX1 induit une réduction de 

la formation de tiges axillaires et la formation SAM végétatifs ectopiques à 

l’aisselle des feuilles (Keller et al., 2006).  

RAX1 est exprimé principalement dans la racine mais aussi à l’aisselle des 

feuilles de rosette et dans les zones de frontières entre les jeunes méristèmes 

floraux et le SAM, cependant les mutants rax1 ne sont pas affectés dans la 

formation des fleurs (Keller et al., 2006; Müller et al., 2006). RAX1 et ses 

proches homologues RAX2 et RAX3 régulent la formation des LSM, RAX1 

jouant un rôle plus important que ses homologues dans ce processus via 

l’activation notamment de CUC2 (Müller et al., 2006; Keller et al., 2006). RAX1 

régule également de manière négative l’accumulation des GA, les mutants 

rax1 fleurissant tardivement (Keller et al., 2006). L’activité de RAX1 dans la 

mise place des LSM est redondante avec celle d’autres régulateurs tels que 

REGULATOR OF AXILLARY MERISTEM FORMATION (ROX) et LAS (Yang 

et al., 2012). De plus, l’effet de la mutation rax1 sur la mise en place des LSM 

peut être compensée par la synthèse locale de CK (Wang et al., 2014b). RAX1 

est également impliqué dans la signalisation de l’acide abscissique (ABA). Les 

sur-expresseurs RAX1 sont hypersensibles à l’apport exogène d’ABA dans les 

processus de fermeture des stomates, délais de floraison, inhibition de la 

germination, croissance des jeunes plantules et tolérance à la dessiccation. 

De plus l’induction des gènes de réponse à l’ABA par l’apport exogène 

d’hormone est drastiquement accrue chez les sur-expresseurs de RAX1 (Yu 
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et al., 2016). En revanche les mutants rax1 ne montrent pas de réponse 

particulière à l’apport d’ABA, indiquant que d’autres facteurs sont redondants 

dans cette réponse (Yu et al., 2016).  

Dans l’inflorescence, l’expression de RAX1 est au moins en partie régulée par 

LFY (Chahtane et al., 2013). Bien que l’augmentation d’expression de RAX1 

déclenche la formation précoce de LSM chez les sur-expresseurs LFY 

(Chahtane et al., 2013) et qu’'il soit exprimé à des stades compatibles avec la 

formation des FM dans les jeunes fleurs (Keller et al., 2006; Müller et al., 

2006), son rôle dans la mise en place des FM reste inconnu. De même son 

mode d’action dans la formation des LSM reste très peu caractérisé. 

3. REVOLUTA, un gène de développement aux fonctions complexes 

REV est un FT de la famille des HD-ZIPIII, qui compte cinq membres : 

REV/IFL1, PHB/ATHB14, PHV/ATHB9, CNA/ATHB15 et ATHB8, dont les 

domaines d’expression se superposent largement (Prigge et al., 2005). Les 

relations au sein de cette famille de gènes sont complexes, les différents 

membres ayant des rôles complémentaires ou antagonistes selon les tissus 

et les processus observés (Prigge et al., 2005). Dans l’écotype Nossen, les 

mutant rev ont les feuilles très enroulées et anormalement larges, la tige est 

souvent plus épaisse que chez les plantes sauvages et de nombreux organes 

axillaires (tiges ou fleurs) sont remplacés par des filaments (Talbert et al., 

1995; Otsuga et al., 2001; Zhong and Ye, 1999). En accord avec ces 

phénotypes, REV est exprimé dans le cambium inter-fasciculaire où il régule 

la différentiation des fibres interfasciculaire et réprime l’activité du méristème 

cambial (Zhong and Ye, 1999; Talbert et al., 1995; Liu et al., 2014). REV est 

également exprimé dans la partie adaxiale des primordia floraux où il limite la 

prolifération cellulaire et dans la partie adaxiale des AM où il semble 

nécessaire pour le développement de l’organe axillaire (Otsuga et al., 2001; 

Talbert et al., 1995). Le phénotype des mutants rev semble très écotype-

dépendant : dans Landsberg erecta (Ler), les mutants rev produisent des 

fleurs normales et occasionnellement des fleurs sans carpelles et étamines, 

indiquant l’arrêt précoce de l’activité du méristème floral (Otsuga et al., 2001). 

De plus REV est requis pour la formation de méristèmes adventifs chez les 
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mutants wus et stm, indiquant là encore un rôle dans la régulation de l’activité 

méristématique (Otsuga et al., 2001). L’expression de REV dans les SAM 

reproductifs prédit la position des primordia floraux, indiquant que REV 

pourrait être impliqué dans le développement précoces des FM (Otsuga et al., 

2001). L’effet des mutations dans REV est aggravé par des mutations dans 

différents composants du protéasome 26S, provoquant la formation de 

nombreux filaments en place des fleurs et l’arrêt de l’expression de WUS et 

CLV3 dans les inflorescences et fleurs de plantes âgées (Zhang et al., 2011). 

Ces données indiquent que REV pourrait agir de manière redondante avec 

des voies de signalisation requérant la dégradation de protéines.  

Au niveau moléculaire REV agit en partie via la régulation de la synthèse et 

du transport de l’auxine. Chez les mutants rev plusieurs transporteurs de 

l’auxine de la famille des PINs sont réprimés et les gènes de synthèses de 

l’auxine YUC5 et TAA1 sont activés (Zhong and Ye, 2001; Brandt et al., 2012). 

REV active  également les gènes HEC, impliqués la régulation de l’activité du 

méristème et l’enzyme de synthèse des cytokinines IPT7 ainsi que des gènes 

en lien avec la signalisation de l’ABA, des brassinostéroïdes et régulant la 

croissance et la différenciation cellulaire (Reinhart et al., 2013).  

Au niveau protéique REV reste très peu caractérisé. En plus du domaine de 

liaison à l’ADN de type homéodomaine leucine-zipper (HD-ZIP) caractérisant 

la famille, les HD-ZIPIII contiennent un domaine StAR-related lipid transfer 

(START) (Prigge et al., 2005). Les domaines START peuvent lier les stérols 

ou la phosphatidyl-choline, permettant de réguler la localisation et/ou l’activité 

de la protéine (Ponting and Aravind, 1999). Il a été proposé qu’un signal dérivé 

du centre (du SAM ou de la tige) active les HD-ZIPIII dans la partie adaxiale 

des organes axillaires et dans les tiges (Emery et al., 2003). Ce signal 

hypothétique pourrait donc être un lipide transporté de manière centripète vers 

les zones d’initiation d’organes. 
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OBJECTIFS 
 

Le facteur de transcription LEAFY est le maître régulateur de l’identité florale 

mais régule aussi d’autres processus liés à la formation des fleurs : transition 

florale, émergence du méristème floral, élongation du pédicelle, répression de 

la bractée, terminaison des cellules souches florales. Lors du développement 

de la fleur la régulation de l’activité du méristème est primordiale. Si le 

méristème est absent ou trop peu actif la fleur sera incomplète et stérile. Si la 

durée de vie du méristème est trop longue, la fleur produira trop d’organes, 

voire une autre fleur à l’intérieur de la précédente, au risque de diminuer 

l’efficacité de la reproduction.  

Au cours de ce travail, j’ai exploré la fonction de LEAFY à deux niveaux dans 

la régulation du méristème floral : lors de sa mise en place après émergence 

du primordium, et lors d’une étape nécessaire à sa terminaison, le 

déclenchement de l’activité d’AG qui aboutit par rétrocontrôle à l’extinction de 

WUS. 

Le chapitre premier présente ainsi la plus grosse partie de mon travail de 

thèse, sur le rôle de LEAFY et un de ses gènes cibles, RAX1, dans la mise en 

place du méristème floral, en parallèle de REVOLUTA. 

Le second chapitre présente un travail plus exploratoire effectué d’une part sur 

les propriétés d’oligomérisation de LEAFY et d’autre part sur le rôle potentiel 

de LEAFY et son co-régulateur WUSCHEL dans la régulation d’AGAMOUS. 
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CHAPITRE PREMIER 

ROLE DE LFY ET RAX1 DANS 

L’ETABLISSEMENT DE LA NICHE DE 

CELLULES SOUCHES FLORALES 

I. Introduction 
De nombreuses données éparses de la littérature indiquent un rôle de LFY 

dans la mise en place des FM (Moyroud et al., 2010). D’une part les 

combinaisons de mutants comprenant lfy sont affectées dans l’initiation des 

fleurs (Yamaguchi et al., 2013; Wu et al., 2015; Sawa et al., 1999). D’autre 

part chez certaines espèces comme le pois ou le riz, les mutations des 

homologues de LFY provoquent une réduction de la complexité des organes 

latéraux, indiquant un rôle dans le contrôle de l’architecture de la plante 

(Moyroud et al., 2010). Il a de plus été montré avant mon arrivé au laboratoire 

que LFY peut stimuler de manière ectopique la formation des LSM via 
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l’induction de RAX1 (Chahtane et al., 2013). Cependant, le rôle de LFY dans 

la mise en place des FM n’a jamais été formellement étudié.  

Ni les mutants lfy, ni les mutants rax1 ne sont affectés dans l’initiation des 

méristèmes, indiquant que d’autres voies parallèles peuvent compenser pour 

la perte de leur activité. Nous avons donc entrepris d’identifier dans la 

littérature des voies redondantes régulant la formation des FM. Nous avons 

concentré nos efforts sur le FT de la famille HD-ZIPIII, REV, qui régule d’une 

manière assez large la formation des méristèmes, aux stades embryonnaire, 

végétatif et reproductif (Otsuga et al., 2001; Talbert et al., 1995; Prigge et al., 

2005). En utilisant des mutants rev comme fond génétique sensibilisé, nous 

avons étudié le rôle de LFY et RAX1 dans la mise en place des FM. Les 

résultats de cette étude, qui a constitué mon principal sujet au cours de la 

thèse, sont exposés dans l’article 2 (en préparation), dans cette partie. 

II. Article 2 : ‘’Control of stem-cell niche establishment 
in Arabidopsis flowers by LEAFY, its target RAX1, 
and REVOLUTA’’ 

 

L’article présenté ici est en cours de rédaction pour être soumis 

prochainement.
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III. Résultats complémentaires 

1. LFY pourrait réguler l’expression des HD-ZIPIII via AGO10 

Les facteurs de transcription de la famille HD-ZIPIII sont les cibles d’une 

régulation par les microARN 165 et 166 (miR165/166) (Mallory et al., 2004). 

miR166, exprimé dans la partie abaxiale des jeunes feuilles est par exemple 

nécessaire pour restreindre l’activité des HD-ZIPIII à la partie adaxiale de la 

feuille (Kidner and Martienssen, 2004). Les miR165/166 sont spécifiquement 

recrutés par ARGONAUTE10/PINHEAD/ZWILLE (AGO10/PNH/ZLL). AGO10 

séquestre alors les micro-ARNs et les empêche de dégrader les ARNm 

spécifiques des HD-ZIPIII (Zhu et al., 2011; Zhou et al., 2015). L’absence 

d’AGO10 dans les mutants pnh entraîne l’inhibition des HD-ZIPIII dans la zone 

apicale de l’embryon et compromet la formation du SAM (Zhou et al., 2015). 

Dans les fleurs, les mutations des HD-ZIPIII PHB PHV et CNA (collectively 

called PPC) entraînent un retard de l’arrêt de l’activité méristème floral, 

entraînant une augmentation drastique du nombre de carpelles, indiquant un 

rôle de ces facteurs dans l’inhibition de l’activité du FM (Landau et al., 2015; 

Prigge et al., 2005). 

Il apparaît à l’observation des données ChIP anti-LFY publiées que LFY lie le 

promoteur de AGO10 et inhibe son expression, bien que cette régulation ne 

soit pas commentée dans ces études (Winter et al., 2015, 2011). Cette 

régulation a potentiellement des implications sur l’étude présenté en article 2. 

En effet via AGO10, LFY pourrait réguler indirectement l’expression de REV. 

De plus les facteurs HD-ZIPIII restent à ce jour très déconnectés du reste du 

réseau d’initiation florale malgré leur rôle important dans ce processus. Il est 

donc intéressant de savoir si leur expression est influencée par l’activité de 

LFY. 
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Figure ChI. 1. Régulation des HD-ZIPIII et AGO10 par LFY. (A) Abondance relative des 
transcrits dans des inflorescences du mutant lfy-12 par rapport au sauvage. (B) Modèle de la 
régulation des HD-ZIPIII PHB, PHV et CNA par AGO10 qui séquestre miR166, empêchant la 
dégradation des HD-ZIPIII.  

 

Afin d’étudier la régulation des HD-ZIPIII par LFY, via AGO10, nous avons 

entrepris de mesurer l’abondance de leurs transcrits dans les inflorescences 

du mutant lfy-12 (Figure ChI. 1A). Cette analyse montre une augmentation 

d’environ deux fois des transcrits d’AGO10 dans le mutant lfy-12 ce qui 

suggère que LFY réprime AGO10. On observe aussi une baisse du niveau des 

ARNm PPC alors que les transcrits REV ne semblent pas affectés (Figure ChI. 

1A-B). L’augmentation du niveau d’AGO10 devrait logiquement provoquer une 

augmentation des transcrits de PPC, une inhibition d’AGO10 par LFY serait 

alors cohérente avec le rôle d’inhibition des PPC. Or le contraire est observé 

ici. Ces résultats contradictoires indiquent que la régulation des HD-ZIPIII dans 

le contexte des inflorescences lfy n’est pas uniquement dépendante d’AGO10. 

La relation de LFY avec AGO10 et les PPC reste donc à définir par une 

approche plus complète. En revanche cette analyse indique que LFY ne régule 

pas REV, ces deux FT agissent donc bien dans des voies parallèles. 

2. Mutation d’un élément cis du promoteur de RAX1 

LFY lie directement le promoteur de RAX1 et la fusion de LFY au domaine de 

trans-activation VP16 permet de stimuler l’expression de RAX1 (Chahtane et 

al., 2013 et Article 2; Moyroud et al., 2011). Cependant les inflorescences des 

mutants lfy expriment toujours RAX1 (Chahtane et al., 2013). Cela peut être 
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dû au fait que les inflorescences lfy ont une identité végétative et que RAX1 

est régulé par les mêmes facteurs qui contrôlent son expression dans les 

tissus végétatifs et/ou que d’autres facteurs agissent de manière redondante 

à LFY dans l’inflorescence.  

 

 

Figure ChI. 2. Tentative de mutation d’un site de liaison à l’ADN de LFY dans le 
promoteur de RAX1. (A) Schéma du locus RAX1 (bas) avec le signal de ChIP anti-LFY (en 
rouge, au-dessus) et les sites de fixations prédits de LFY (en brun, au milieu). Le site ciblé par 
la construction CRISPR/Cas9 est indiqué par une flèche rouge. Adapté de (Chahtane et al., 
2013). (B-E) Architecture (B-C) et détail de l’inflorescence (D-E) de plantes au phénotype de 
type rev (#39, B, D) et double mutant (#42, C, E) dans la deuxième génération après 
transformation. (F) Gels de génotypage (voir Matériel et Méthodes) de mutations induites par 
une rupture de l’ADN. Aucune mutation n’a pu être détectée. (G) Gel de génotypage pour la 
présence du T-DNA portant la construction CRISPR/Cas9. Les plantes présentant un 
phénotype double mutant sont indiquées par une flèche. 

 

Afin d’estimer l’importance de la régulation de RAX1 par LFY dans les FM, 

nous avons tenté de muter le site de liaison à l’ADN de LFY dans le promoteur 

de RAX1 grâce à une construction CRISPR/Cas9 (Figure ChI. 2A). Cette 

approche est facilitée par la présence d’une répétition de guanine dans le site 

de liaison de LFY (Figure Intro. 11A). Cette répétition de guanine constitue le 

site PAM (Protospacer adjacent motif) nécessaire à la fixation de la Cas9 à 

l’ADN (Jinek et al., 2012). Afin de pouvoir visualiser facilement le résultat d’une 

modification de l’expression de RAX1, nous avons transformé cette 

construction dans le fond sensibilisé rev-6. Dans la première génération après 

transformation nous avons pu repérer quelques plantes présentant un 

phénotype similaire aux mutants lfy rev et rax1 rev (Figure ChI. 2B-E). 

Cependant nous n’avons pas détecté de mutations au locus ciblé par la Cas9, 

malgré nos tentatives répétées sur plusieurs échantillons incluant les 

inflorescences. Parmi les rares descendants de ces plantes, aucune ne 
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présentait le phénotype rax1 rev. Par contre ce phénotype a été retrouvé dans 

la descendance d’une plante T1 de phénotype rev-6. Là encore parmi ces T2 

au phénotype rax1 rev aucune mutation n’a pu être détectée au locus ciblé sur 

de l’ADN d’inflorescence affectée, que ce soit par génotypage PCR ou par 

séquençage du locus (Figure ChI. 2F). Par contre toutes les plantes 

présentant un phénotype de fleurs filamenteuses portaient encore le 

transgène (Figure ChI. 2H). 

Nous formulons l’hypothèse que l’effet observé serait dû à la simple présence 

de la Cas9 dans le promoteur de RAX1, bloquant potentiellement la 

transcription du gène. La relative nouveauté de l’application de la technologie 

CRISPR à l’édition de génome fait que nous manquons cruellement de 

données permettant de prédire l’efficacité de la coupure de l’ADN. Il est 

possible qu’une combinaison de facteurs empêche la coupure du site choisi 

pour cette étude, induisant une répression du locus. 

3. Quelques commentaires sur les lignées CRISPR/Cas9 ciblant 

RAX1 et REV 

Dans l’article 2 nous présentons des lignées mutantes rax1 et rev produites à 

l’aide de la technologie CRIPSR/Cas9. Ces lignées ont permis d’accélérer 

considérablement le déroulement de ce travail pendant le retro-croissement 

du mutant rev dans Col et de combiner des mutations dans deux gènes liés 

(REV et LFY). Afin d’identifier plus facilement les plantes chez lesquelles la 

construction CRISPR/Cas9 aurait induit des mutations, nous avons utilisé 

simultanément deux spacers par gènes pour provoquer une délétion d’une 

partie du locus (Figure ChI. 3A-B). Malgré notre enthousiasme initial cette 

approche présente des limitations et apparaît rétrospectivement superflue. Ce 

qui suit est un bref commentaire empirique sur l’usage du CRISPR dans ce 

travail. 
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Figure ChI. 3. Mutations induites par le système CRISPR/Cas9 dans les loci RAX1 et 
REV. (A-B) représentation des loci RAX1 (A) et REV (B). Les exons sont indiqués par des 
cadres et les introns et les régions non traduites par des lignes. Les sites ciblés par les 
constructions CRISR/Cas9 sont indiqués par des lignes rouges. (C-F) Alignement des 
séquences des loci ciblés par la construction CRISPR/Cas9. (C) RAX1 guide 1, (D) RAX1 
guide 2, (E) REV guide 1, (F) REV guide 2. La séquence sauvage est indiquée est premier.  

 

Dans la première génération après transformation (T1) le taux de plantes 

portant une délétion dans le locus observé dans les dernières feuilles de 

rosettes était de 3% pour RAX1 et de8% pour REV. Cependant le nombre de 

plantes ayant un phénotype de type rev (feuilles enroulées et défauts floraux) 

était bien supérieur à cela avec 37% des plantes (N= 60). Cette différence 

indique une faible fréquence d’évènements de délétion par rapport aux 

coupures simples. L’absence de phénotype évident pour RAX1 ne nous a pas 

permis d’estimer le taux d’efficacité de la Cas9 dans ces lignées. Afin de 

maximiser nos chances d’identifier des plantes portant une délétion nous 

avons génotypé les plantes à partir d’échantillons issus des dernières feuilles 

caulines. Si le taux de délétion observé était similaire à ce qui avait été observé 

dans les échantillons de feuilles de rosettes, les plantes identifiées étaient 

différentes de celles identifiées précédemment, indiquant une importante 

mosaïcité des plantes de T1. 
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Pour ces raisons nous avons sélectionné quelques lignées de T1 d’après leur 

phénotype et/ou l’observation d’une délétion dans un des génotypages 

(indiquant l’activité du transgène) pour une caractérisation dans la génération 

suivante (T2). Si nous avons échoué à identifier des plantes portant une 

délétion dans le locus observé, la grande majorité des plantes portait une 

mutation. Cela semble indiquer que la coupure simultanée des deux cibles est 

un phénomène relativement rare, rendant la délétion peu efficace. Dans la T2 

nous avons pu observer des plantes mutantes homozygotes, des hémizygotes 

et quelques plantes mosaïques. L’ADN de ces plantes a été séquencé pour 

identifier les mutations induites par la coupure de la Cas9 (Figure ChI 3C-F). 

La gamme de mutations observée comprend principalement des 

insertions/délétions d’une paire de bases, provoquant un changement du 

cadre de lecture entraînant la dégénérescence de la séquence protéique et 

l’apparition d’un codon stop. Nous n’avons pu identifier de mutation induite par 

le guide ciblant le premier exon de RAX1 probablement du fait de l’inactivité 

du guide.  

De cette expérience il ressort quelques recommandations sur l’usage du 

CRISPR. (1) Afin de limiter le travail laborieux de transformation et sélections 

des mutants il semble important de vérifier in vitro l’activité des spacers 

sélectionnés. (2) L’efficacité d’un guide seul pour induire des mutations est 

largement supérieure à l’efficacité de deux guides pour induire une délétion. 

De plus le génotypage par séparation sur gel d’acrylamide (voir Matériel et 

Méthodes) permet l’identification efficace de mutants portant une 

insertion/délétion d’une paire de bases. L’utilisation de deux guides par locus 

apparaît alors comme une perte de temps. (3) Les plantes T1 mutantes étant 

en grande majorité mosaïque, il est plus simple de sélectionner les T1 en se 

basant sur le phénotype lorsque cela est possible et de caractériser les 

mutations en T2.  

IV. Conclusion et perspectives 
Dans l’article 2, nous avons montré que LFY, via la régulation de RAX1 joue 

un rôle dans l’initiation du méristème floral. Bien que la fonction de REV dans 
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ce processus semble supplanter en importance celle de la voie contrôlée par 

LFY, l’utilisation du fond rev nous montre que LFY et RAX1 ont un rôle non 

négligeable dans ce processus. L’action de RAX1 passe probablement en 

grande partie par CLV1, bien que nos données ne permettent pas de conclure 

sur le rôle spécifique de l’inhibition de CLV1 par RAX1. Comme discuté dans 

l’article, nous faisons l’hypothèse que l’inhibition de CLV1 par RAX1, 

probablement pour moduler son expression puisque CLV1 est exprimé dans 

le FM (Clark et al., 1997), est requise pour établir la balance CLV3/WUS dans 

le FM. Démontrer cette hypothèse demandera plus d’expériences visant à 

déterminer l’expression de CLV1 dans les doubles mutants rax1 rev et l’effet 

de la quantité de CLV1 dans le FM sur son initiation. 

Une conséquence intéressante de ce travail serait l’intégration de la boucle 

complète CLV1/CLV3/WUS dans les modèles de régulation du méristème. 

Malgré la relative précision des modèles récents (Gruel et al., 2016; Adibi et 

al., 2016), la régulation croisée de WUS et CLV3 est simplifiée à ces deux 

éléments. Il serait particulièrement intéressant de voir s’il est possible d’inférer 

de nouvelles relations après l’ajout de CLV1 dans ce système. 

Ce travail présente le premier lien mécanistique direct à notre connaissance 

entre le maximum d’auxine déclenchant la formation d’une fleur et 

l’établissement du méristème floral. D’une manière remarquable ces 

processus sont inextricablement liés à la détermination de l’identité florale, 

grâce à l’implication de LFY. L’activité de LFY permet probablement de 

contrôler le développement particulier du FM par rapport au LSM : répression 

de la croissance de la feuille, formation rapide du méristème et absence de 

dormance.  
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CHAPITRE SECOND 
Etude de l’oligomérisation de LFY et de 
son rôle dans l’induction d’AGAMOUS 

Le facteur de transcription LFY est un régulateur clé du développement floral 

et est également impliqué dans la formation des méristèmes floraux (c.f. 

Introduction et Chapitre I). En plus de ces rôles LFY est impliqué dans la 

transition florale (Blázquez et al., 1997), la croissance et la polarité du pédicelle 

(Yamaguchi et al., 2012), et la régulation des défenses de la plante (Winter et 

al., 2011). La diversité des rôles de LFY et les différents stades 

développementaux au cours desquels LFY joue un rôle suggère l’existence de 

mécanismes permettant la régulation fine de son activité.  

LFY régule le développement floral avec l’aide des corégulateurs WUS et UFO 

qui, lorsqu’ils sont exprimés avec LFY, permettent la formation de fleurs à 

partir de tissus racinaires ou foliaires respectivement (Gallois et al., 2004; 

Risseeuw et al., 2013). Il a été montré que UFO et LFY interagissent au niveau 

protéique via  le DBD de LFY (Chae et al., 2008), cependant l’interaction 

physique de LFY et WUS n’a jamais été mise en évidence. En plus de 
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l’interaction avec ses cofacteurs, l’activité de LFY pourrait être régulée par son 

domaine N-terminal conservé dont la fonction était inconnue au début de ce 

travail. Dans ce chapitre je présenterai mes travaux sur la caractérisation du 

domaine N-terminal de LFY, impliqué dans l’oligomérisation de la protéine, et 

ses implications sur les propriétés régulatrices de LFY. Je me pencherai en 

particulier sur la régulation du locus AG par LFY et WUS, pour laquelle le 

domaine N-terminal de LFY peut avoir un rôle important. 

I. Rôles du domaine N-terminal de LFY  

1. Introduction 

Il a été montré précédemment que le domaine N-terminal de LFY pourrait être 

un domaine de type leucine-zipper et permettrait la dimérisation de la protéine 

d’une manière indépendante de la liaison à l’ADN (Siriwardana and Lamb, 

2012a). LFY contient cependant déjà un domaine permettant la dimérisation 

de la protéine sur l’ADN (Hamès et al., 2008). L’absence de données 

structurales ou de domaines fonctionnels prédits pour le domaine N-terminal 

de LFY ne permettant pas de prédire de manière certaine son rôle, une 

approche structure-fonction a été entreprise avec la résolution de sa structure 

moléculaire par diffraction aux rayons X (Sayou et al., 2016). Le domaine N-

terminal étant très conservé chez les plantes supérieures (Figure ChII.1A), le 

domaine de la protéine du Ginkgo biloba (GbLFY) a été cristallisé (Figure 

ChII.1B). Cette structure correspond à celle d’un domaine Sterile Alpha Motif 

(SAM) (Qiao and Bowie, 2005), qui n’avait pu être prédit par comparaison de 

séquences. Les domaines SAM classiques permettent la formation 

d’oligomères par interaction tête à queue (Meruelo and Bowie, 2009). Il a été 

montré que le domaine SAM de LFY a également ces propriétés 

d’oligomérisation, permettant la formation d’oligomères comportant jusqu’à 

huit domaines SAM (Sayou et al., 2016). Afin d’étudier les propriétés du 

domaine SAM une version de LFY affectée spécifiquement pour 

l’oligomérisation (GbLFYTERE) a été créée. Cette double mutation du domaine 

SAM (T75E, R112E) n’empêche pas la protéine de reconnaitre les sites de 
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liaison de LFY tel que celui présent dans le promoteur d’AP1 (Benlloch et al., 

2011; Sayou et al., 2016). Cependant, alors que la protéine sauvage interagit 

avec la sonde AP1 uniquement sous forme de dimère, la liaison de 

monomères de GbLFYTERE peut être détectée. Cet effet est d’autant plus 

marqué en utilisant une sonde AP1 mutée (AP1m), contenant un demi-site de 

liaison LFY, sur laquelle seul GbLFYTERE se fixe (Sayou et al., 2016). Ces 

résultats indiquent que le domaine SAM empêche la liaison de LFY à l’ADN 

en tant que monomère et participe à la coopérativité de liaison sur les sites 

complets (i.e. deux demi-sites).  

 

 

Figure ChII.  1. Conservation et structure de domaine N-terminal de LFY. (A) Alignement 
de séquences du domaine N-terminal dans la lignée verte (B) Modèle structural du domaine 
N-terminal de GbLFY. Polymérisation du domaine N-terminal en hélice (gauche) et vues de 
coté (haut droite) et de dessus (bas droite) d’un dimère de domaine N-terminal. Adapté de 
Sayou et al. 2013 

 

Afin d’identifier la fonction du domaine SAM chez Arabidopsis, AtLFYTERE a 

été exprimée sous contrôle du promoteur LFY endogène dans un fond perte 

de fonction lfy-12, ou sous contrôle du promoteur constitutif 35S (Figure 

ChII.2). Chez les mutants lfy-12 l’identité florale n’est pas spécifiée et les fleurs 

sont converties en tiges ou en structures foliaires (Weigel et al., 1992). Alors 

que l’expression de pLFY :LFY complémente presque complètement la perte 

de LFY, permettant la formation de fleurs fertiles, l’expression de 

pLFY :LFYTERE est bien moins efficace. Ainsi les plantes exprimant 

pLFY :LFYTERE produisent uniquement quelques fleurs fertiles puis une 

multitude de structures mutantes stériles, indiquant un rôle de l’oligomérisation 

dans la spécification de l’identité florale. De plus, alors que l’expression de 

p35S:LFY  entraine la formation de fleurs à l’aisselle des feuilles de rosettes 

(Weigel and Nilsson, 1995), les plantes exprimant p35S:LFYTERE sont 
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dépourvues de fleurs ectopiques. L’ensemble de ces résultats indique la 

nécessité de l’oligomérisation de LFY pour son rôle de maître régulateur du 

développement floral.  

A la suite de ces résultats, la question du rôle de l’oligomérisation dans la 

liaison de LFY à l’ADN et la régulation de ses gènes cibles se pose 

naturellement. Les résultats ci-après sont issus de ma contribution à ce projet 

et sont partie intégrante de la publication en Annexe 2 (Sayou et al., 2016). 

 

 

Figure ChII.  2. LFYTERE ne remplit que partiellement la fonction de LFY. (A) Les mutants 
lfy-12 produisent des structures foliaires en places des fleurs. Les plantes exprimant 
pLFY:LFY forment des fleurs normales alors que les plantes exprimant pLFY:LFYTERE 
ressemblent aux mutants. (B) Les plantes sur-exprimant LFY produisent des fleurs ectopiques 
à l’aisselle des feuilles de rosettes. Les plantes sur-exprimant LFYTERE ressemblent aux 
plantes sauvages. Adapté de Sayou et al. 2016. 

 

2. Résultats 

Le domaine SAM de LFY permet la liaison coopérative de sites distants in vitro 

Il a été proposé que les domaines SAM puissent permettre la liaison 

coopérative de facteurs de transcription sur plusieurs sites distants (Zhang et 

al., 2010). Le domaine SAM permettant l’oligomérisation de LFY et étant 

nécessaire à sa fonction de régulateur clé du développement floral nous avons 
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testé son rôle pour la liaison in vitro de sites multiples. Nous avons utilisé une 

sonde contenant un ou deux sites de liaison de LFY proches, sur une 

séquence synthétique ou issue de la région régulatrice du deuxième intron 

d’AGAMOUS (AGI-II) (Busch et al., 1999; Lohmann et al., 2001) (Figure 

ChII.3A-B). De manière cohérente avec les observations faites précédemment 

sur la sonde AP1, GbLFY se lie presque exclusivement en dimère sur la sonde 

contenant un simple site (S-AGI) alors que GbLFYTERE se lie avec une affinité 

similaire sous forme de monomère et de dimère. Sur la sonde AGI-II, GbLFY 

est détecté majoritairement en tant que tétramère et pus faiblement en tant 

que dimère. GbLFYTERE forme majoritairement des complexes correspondant 

à la liaison de deux monomères et plus faiblement d’un seul monomère, 

cependant des complexes correspondant à la liaison de trois ou quatre 

monomères sont également détectés. Nous avons par alors testé la liaison de 

simples mutants GbLFYTE (T75E) et GbLFYRE (R112E) qui ne sont plus 

capables de s’oligomériser mais peuvent former des dimères (Figure ChII. 4). 

Leurs profils de liaison sur la sonde AGI-II est similaire à celui de GbLFYTERE. 

Cependant lorsque ces deux variantes GbLFYTE et GbLFYRE sont mélangées, 

les complexes correspondant à la liaison d’un ou trois monomères sont 

détectés plus faiblement et les complexes correspondants à deux monomères 

plus fortement. A des concentrations plus fortes en protéines tous les sites 

présents sur la sonde sont liés pour chacune des variantes de LFY. Comme 

observé précédemment le domaine SAM empêche la liaison de l’ADN sous 

forme monomérique, sa mutation résultant en la formation de complexes 

contenant un, deux, trois ou quatre monomères liés indépendamment. Le 

mélange [TE+RE] résulte en la formation majoritaire de dimères, 

probablement due à la capacité de la protéine à former des dimères via le 

domaine SAM (Figure ChII.4). Pour le mélange [TE+RE], les complexes 

correspondant à la fixation de deux dimères sont observés à partir de 100nM 

de protéine, alors que pour la protéine sauvage, ces complexes sont observés 

dès 25nM de protéine. L’ensemble de ces résultats indique que la formation 

de chaines oligomériques via le domaine SAM permet la liaison coopérative 

de sites distants in vitro (Figure ChII.3C).  
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Figure ChII. 3. L’oligomérisation du domaine SAM de LFY permet la liaison coopérative 
de sites multiples in vitro. (A) Liaison de GbLFY et GbLFYTERE sur des sondes contenant 
un ou deux sites de liaison. La sonde AGI-II contient deux sites de liaison de LFY extraits de 
l’intron d’AG. La sonde S-AGI est une sonde synthétique contenant un seul site de liaison issu 
du même intron. Les complexes supposément formés sont indiqués sur les bords de l’image. 
(B) Oligomérisation des mutants de GbLFY sur AGI-II. Une concentration croissante de 
protéine a été utilisée. Les complexes supposément formés sont indiqués a gauche des gels. 
La quantification de chaque complexe est indiquée sous les gels. (C) Modèle liaison de LFY 
sur un site unique (haut) et sur un double site (bas). Adapté de Sayou et al. 2016. 

 

Le domaine SAM permet la liaison de clusters de sites in vivo 

Nous nous sommes ensuite posé la question du rôle de l’oligomérisation sur 

la liaison de sites distants in vivo. Nous avons analysé les données de liaison 

à l‘ADN issues d’immuno-précipitation de chromatine (ChIP) dans des plantes 

exprimant p35S:LFY ou p35S:LFYTERE en utilisant un anticorps dirigé contre 

le DBD de LFY (Sayou et al., 2016). Les lignées présentaient un niveau 

d’expression similaire de protéine LFY et l’anticorps utilisé reconnait les 

protéines avec la même affinité. L’étude a été faite à partir d’échantillons de 

plantules de 14 jours afin de pouvoir comparer la liaison de LFY et LFYTERE 
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dans les mêmes tissus, ce qui n’aurait pas été possible à des stades de 

développement plus tardifs, vu les phénotypes de ces plantes. Nous avons 

comparé l’intensité de liaison de LFY à celle de LFYTERE pour chaque région 

liée par LFY (FDR < 10-7). Cette analyse a révélé une réduction globale de 

l’intensité de liaison (coverage fold-reduction CFR) pour LFYTERE (Figure 

ChII.5A). La CFR varie de 1,3 fois à plus de 150 fois, 95% des régions 

concernées présentant une réduction de plus de 3 fois, et 54% des régions 

une réduction de plus de 10 fois. Ces résultats indiquent que l’oligomérisation 

du SAM est requise pour la liaison de LFY à ses gènes cibles in vivo.  

 

 

Figure ChII.  4. Représentation schématique de LFY et des mutations TE, RE et TERE. 
La protéine sauvage dimérise à la fois via le DBD (bas) et via le domaine SAM (haut). Le 
domaine SAM médie également l’oligomérisation. Les mutations TE et RE détruisent chacune 
l’une des interface d’interaction du domaine SAM, empêchant la protéine d’oligomériser. Le 
mélange de LFYTE et de LFYRE permet la formation de dimères de SAM. 

  

La CFR peut s’expliquer partiellement par l’étalement des LFYTERE sur le 

génome, les demi-sites LFY étant beaucoup plus nombreux que les sites 

complets. Cependant une grande hétérogénéité de la CFR a été observée à 

travers le génome, indiquant la présence de facteurs autre qu’un effet global 

de dilution de LFY sur le génome (Figure ChII.5A). Afin d’identifier les facteurs 

jouant sur la CFR nous avons examiné l’influence de la densité et de la qualité 

des sites de liaison. Pour ce faire nous avons déterminé in silico les sites de 

liaison de LFY dans les régions liées, puis nous avons déterminé la densité 

des sites de liaison et calculé l’affinité (score) de chaque site (Moyroud et al., 

2011; Minguet et al., 2015). Cette analyse montre que les régions de haute 

CFR ont une densité de sites plus élevée et que ces sites sont de globalement 

plus faible affinité (Figure ChII.5C-D), comme illustré ici pour certains loci 

(Figure ChII.5B). Ces résultats indiquent que l’oligomérisation de LFY permet 
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la liaison de groupes de sites de moyenne ou faible affinité alors que les sites 

de forte affinité semblent moins dépendants de l’oligomérisation.  

 

 

Figure ChII.  5. L’oligomérisation du domaine SAM de LFY permet la liaison coopérative 
de sites multiples in vivo. (A) Distribution de la CFR pour les régions liées par LFY. (B) 
Exemples de CFR sur des régions sélectionnées du génome. La première ligne montre les 
sites de liaison prédits de LFY, les lignes du dessous montrent le signal de ChIP pour LFY, 
LFYTERE et le sauvage respectivement. La structure des loci considérés et la localisation des 
régions prise en compte sont schématisées en bas du graphe. (C) Distribution de la CFR dans 
le premier et le dernier décile des régions triées selon le meilleur site de liaison. Les meilleurs 
sites sont ceux dont le score est le plus proche de zéro. (D) Distribution de la CFR dans le 
premier et le dernier décile des régions triées par densité de site de liaison. Adapté de Sayou 
et al. 2016. 

 

 Le domaine SAM permet la liaison aux régions fermées de la chromatine 

Il a été montré précédemment que LFY interagit avec les remodelleurs 

chromatiniens SPLAYED (SYD) et BRAHMA (BRM) (Wu et al., 2012). Il a 

également été montré que certaines protéines oligomérisant via  un domaine 

SAM pouvaient réguler la chromatine, notamment à travers l’interaction avec 

des remodelleurs chromatiniens (Webber et al., 2013; Isono et al., 2013). Nous 

avons donc entrepris de croiser les données de CFR avec des données 

d’accessibilité de la chromatine dans les mêmes tissus, publiées 

précédemment (Zhang et al., 2012). Nous avons trié les pics de liaison de LFY 
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par valeur de CFR et groupé ces régions par déciles. Pour chaque décile nous 

avons déterminé le nombre de régions ‘fermées’ selon les critères déterminés 

par Zhang et al. Cette analyse montre un enrichissement drastique en régions 

fermées dans les régions de haute CFR (Figure ChII.6A). Nous avons ensuite 

déterminé le signal DNAseI-seq (i.e. l’accessibilité de la chromatine) pour 

chaque région liée par LFY. Cette analyse montre là encore un enrichissement 

du signal DNAse dans les régions de faible CFR alors que les régions de forte 

CFR ont un signal DNAse plus faible (Figure ChII.6B-C). Ces résultats 

indiquent que l’oligomérisation de LFY pourraient lui permettre de lier des 

régions normalement inaccessibles de la chromatine. 

3. Discussion  

La résolution de la structure moléculaire du domaine N-terminal de GbLFY a 

révélé qu’il s’agit d’un domaine de type SAM, permettant l’oligomérisation de 

la protéine in vitro. La haute conservation de séquence protéique de ce 

domaine chez les plantes supérieures permet de penser qu’il est aussi présent 

et fonctionnel chez Arabidopsis. De plus, l’introduction de l’homologue de LFY 

de Ceratopteris (fougère) ou Welwitschia (gymnosperme) dans un fond mutant 

lfy chez Arabidopsis permet de compenser partiellement la perte de LFY, 

indiquant que ces protéines relativement distantes permettent de remplir la 

fonction d’AtLFY (Maizel et al., 2005). De manière cohérente avec cette 

hypothèse l’expression d’une protéine LFY incapable d’oligomériser chez 

Arabidopsis ne permet pas de remplir la fonction de la protéine sauvage. Il 

existe plusieurs allèles de LFY affectée dans le domaine SAM : lfy-22 contient 

une mutation localisée à la surface du SAM d’après les données structurales 

présentées ici. Cette mutation ne produit de phénotype qu’en combinaison 

avec la mutation du cofacteur UFO et ne perturbe donc probablement que 

légèrement l’oligomérisation (Levin and Meyerowitz, 1995). Par contre la 

fonction de protéines LFY contenant des mutations dans des leucines à 

l’intérieur du SAM est fortement perturbée (Siriwardana and Lamb, 2012a). 

Cependant ces mutations jouent probablement sur le repliement même du 

SAM, plutôt que sur l’interface d’oligomérisation. L’allèle mutant présenté ici 

(LFYTERE) est perturbé spécifiquement dans l’interface d’oligomérisation et 
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nous permet donc de poser précisément la fonction de l’oligomérisation d’un 

point de vue biochimique et génétique.  

 

 

Figure ChII.  6. La réduction de liaison du au domaine SAM corrèle avec l’accessibilité 
de la chromatine. (A) Proportion de régions annotées comme « chromatine fermées » par 
décile de régions liées par LFY triées selon la CFR. (B) Signal de DNAse (indique 
l’accessibilité de la chromatine) et CFR pour chaque région liée par LFY. La régression linéaire 
(noir) à un coefficient de corrélation r² = 0,2171. (C) Distribution de la CFR dans le premier et 
le dernier décile des régions liées par LFY triées selon leur signal DNAse. Adapté de Sayou 
et al. 2016. 

 

Nous avons montré ici que le domaine SAM impose la liaison de LFY en 

dimère sur deux demi-sites. Le DBD de LFY confère déjà des capacités de 

dimérisation de la protéine sur l’ADN. Si cette propriété a été montrée pour le 

DBD seul (Hamès et al., 2008), les propriétés de LFYTERE indiquent que 

domaine SAM est nécessaire à la liaison en dimère de la protéine entière. La 

manière dont le domaine SAM contrôle la liaison en dimère demeure 

énigmatique mais pourrait passer par les interactions SAM-SAM ou par une 

modification de la conformation du DBD. Cette propriété pourrait être requise 

pour empêcher la dispersion de LFY sur les nombreux demi-sites du génome 

et concentrer la liaison sur les sites complets. Le domaine SAM pourrait 

également permettre la liaison coopérative de plusieurs sites distants, in vitro 
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et in vivo. Cette propriété permet à LFY de se lier à des sites de faible ou 

moyenne affinité mais de haute densité et sa perturbation provoque une 

réduction globale de liaison du facteur sur l’ADN.  

L’oligomérisation pourrait également permettre de former des boucles d’ADN 

entre des sites génomiques plus distants. La formation de boucles d’ADN, par 

les facteurs de type MADS notamment, est importante pour la régulation de 

transitions développementales chez Arabidopsis (Mendes et al., 2013; Melzer 

et al., 2009; Cao et al., 2014). De manière intéressante il a été montré 

récemment que certains facteurs MADS ont un rôle pionnier, liant la 

chromatine fermée et recrutant les remodelleurs SYD et BRM pour l’ouvrir et 

permettre la liaison d’autres régulateurs transcriptionnels (Wu et al., 2012; 

Pajoro et al., 2014a). Il est également intéressant de noter que le facteur 

ARF5/MP est également capable d’oligomériser via le domaine PB1 et il a été 

montré récemment que sa capacité à recruter SYD et BRM lui permet de 

modifier l’état chromatinien et d’activer ses gènes cibles (Nanao et al., 2014; 

Wu et al., 2015). Un rôle similaire a été montré pour des facteurs de type SAM, 

capables d’oligomériser et de recruter des remodelleurs chromatiniens (Isono 

et al., 2013; Zhang et al., 2010). LFY interagit également avec SYD et BRM 

(Wu et al., 2012) et nous montrons ici que le domaine SAM lui permet de lier 

des régions fermées de la chromatine. Ces propriétés pourraient faire de LFY 

un facteur pionnier, cependant des expériences complémentaires sont 

nécessaires pour valider cette hypothèse. En particulier nous avons ici montré 

une corrélation entre l’état de la chromatine d’une région et l’importance du 

domaine SAM pour lier cette région, il serait intéressant d’examiner l’état de la 

chromatine dans les lignées exprimant LFY ou LFYTERE afin de déterminer si 

LFY joue un rôle dans l’ouverture de la chromatine.  

Une autre hypothèse intéressante sur le rôle de l’oligomérisation est qu’elle 

pourrait être un moyen de contrôler la cinétique d’activation des gènes cibles. 

Le niveau d’expression de LFY croît au court du développement floral 

(Blázquez et al., 1997). Il est donc possible que les gènes contenant des sites 

de liaison de LFY de haute affinité (i.e. AP1) soient liés très tôt, alors que les 

gènes contenant des sites de moins bonne affinité soient liés plus tardivement 

dans le développement quand la concentration nucléaire de LFY est plus 

A

B
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importante. Cette hypothèse pourrait être testée par mutagénèse directe des 

sites de liaison LFY dans les gènes cibles, en utilisant les méthodes de 

modification de génome de type CRISPR/Cas. Ce mécanisme, associé aux 

régulations chromatiniennes et à l’expression de co-régulateurs pourrait 

permettre une régulation fine de la cinétique d’expression des gènes cibles 

lors du développement floral. 

II. Etude de l’interaction de LFY et WUS au locus 
AGAMOUS 

1. Introduction 

Les avancées sur la caractérisation biochimique de LFY et ses propriétés de 

liaison à l’ADN génomique ouvrent de nouvelles perspectives de travail pour 

l’étude de ses interactions avec ses co-régulateurs. Dans cette partie, je me 

penche sur l’étude de la régulation par LFY et WUS d’AG, un FT nécessaire à 

la formation des carpelles et des étamines. Ce travail a été mené de manière 

très exploratoire et n’a pas progressé autant que nous l’aurions souhaité. Je 

présente ici les premiers résultats. 

Induction d’AG par LFY et WUS 

LFY est un régulateur important d’AG : l’expression d’une version activatrice 

de LFY (LFY-VP16) entraîne d’importants défaut dans la morphologie de la 

fleur, lesquels dépendent largement de l’expression d’AG (Parcy et al., 2002). 

De plus les mutants lfy sur-exprimant AP1 forment des fleurs qui, dans la 

plupart des cas, ne portent que des sépales organisés en couronnes 

consécutives, indiquant que LFY est requis pour l’identité des couronnes 

internes, et donc pour l’expression d’AG (Liljegren, 1999). LFY lie et régule 

directement AG via deux sites de liaisons dans son deuxième intron (Moyroud 

et al., 2011; Busch et al., 1999). Le patron d’expression d’AG dans la fleur est 

en partie contrôlé par les éléments régulateurs présents sur un fragment de 

~500 paires de bases (KB31) correspondant au site lié par LFY dans ce 

deuxième intron (Busch et al., 1999). En accord avec ces données, KB31 
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répond aux variations d’expression de LFY, cependant  lorsque ce fragment 

est absent, AG présente un motif d’expression sauvage dans la fleur mais sa 

réponse aux variations d’expression de LFY est fortement atténuée (Busch et 

al., 1999). La régulation d’AG par LFY ne permet donc pas d’expliquer 

complétement son profil d’expression. WUS est un co-régulateur potentiel 

d’AG, la surexpression de WUS dans la fleur permettant de réduire en partie 

le besoin de LFY pour l’induction d’AG (Lohmann et al., 2001). Des 

perturbations de l’expression de WUS permettent d’influencer l’expression 

d’AG, son expression ectopique entrainant la formation de carpelles et 

d’étamines surnuméraires (Lohmann et al., 2001). De manière intéressante, 

KB31 répond également au niveau d’expression de WUS et WUS se lie à deux 

sites de liaison TTAATGG accolés à ceux de LFY dans le deuxième intron. 

Les deux sites de fixation de WUS et LFY (nommés AGI et AGII par la suite) 

sont organisés en tandem et séparés d’une trentaine de paires de bases 

seulement (Lohmann et al., 2001). L’analyse de l’expression d’un rapporteur 

contrôlé par un sous fragment de KB31 contenant les sites AGI et AGII (FP50) 

montre que LFY et WUS agissent de manière synergique pour l’expression de 

gènes rapporteurs dans des systèmes hétérologues, la présence des deux 

protéines étant requise. Cependant l’étude de la liaison de LFY et WUS sur le 

site AGII in vitro suggère que les deux protéines ne peuvent lier le site 

simultanément (Lohmann et al., 2001).  

Ces données indiquent que WUS et LFY régulent ensemble l’expression d’AG 

via leur liaison à deux sites proches dans le deuxième intron d’AG. Si les deux 

protéines sont requises pour l’activation d’AG, elles ne peuvent se lier 

simultanément sur l’un des sites de fixation. Il n’est cependant pas connu si 

les deux sites AGI et AGII sont requis pour l’expression d’AG ou si un seul site 

permet de récapituler son patron d’expression. 

WUS, un régulateur insaisissable  

La protéine WUS contient plusieurs domaines fonctionnels plus ou moins 

caractérisés (Figure ChII. 7).  
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Figure ChII.  7. Organisation fonctionnelle de la protéine WUS. La partie N-terminale de 
la protéine contient le domaine homéobox ou homéodomaine (bleu) permettant la liaison à 
l’ADN. La partie centrale de la protéine est prédite comme étant désordonnée. La partie C-
terminale contient un domaine acide, la WUS-box et le domaine EAR-like. La WUS-box est 
similaire à un domaine EAR et ces deux domaines pourraient médier l’interaction avec TPL. 

 

Le domaine N-terminal est un domaine homéobox, similaire aux domaines 

HTH, et permet l’interaction protéine-ADN et la dimérisation de la protéine (van 

der Graaff et al., 2009; Busch et al., 2010). Le domaine central est prédit 

comme étant désordonné et régule le mouvement de la protéine dans le SAM 

(Daum et al., 2014). Le domaine C-terminal contient plusieurs motifs 

peptidiques conservés : une région acide, la WUS-box et un motif EAR-like. 

Le motif EAR-like interagit avec le répresseur TPL (Kieffer et al., 2006). En 

accord avec cela, WUS montre une activité de répresseur transcriptionnel lors 

d’expériences utilisant des gènes rapporteurs. Cette fonction n’est cependant 

pas uniquement dépendante du motif EAR–like mais est aussi induite 

indépendamment par le domaine WUS-box (Ikeda et al., 2009). Il apparait 

même que le domaine EAR-like n’est pas absolument nécessaire à la fonction 

méristématique de WUS, au contraire de la WUS-box, requise pour la 

répression des ARRs et, étrangement, l’induction de CLV3 (Ikeda et al., 2009). 

La WUS-box est également requise pour les phénotypes de prolifération de 

carpelles et étamines obtenus par l’expression ectopique de WUS dans la 

fleur, et donc pour l’induction d’AG (Ikeda et al., 2009; Lohmann et al., 2001). 

Cette ambiguïté de l’induction de CLV3 et AG par un domaine répresseur pose 

la question de savoir si ce domaine a bien un rôle répresseur in planta. 

Lorsqu’elle est exprimée en fusion à d’autres facteurs de transcription, la 

WUS-box induit bien une activité répressive, similaire au domaine de co-

répression SRDX. De plus, sa mutation peut être complémentée par la fusion 

de WUS à SRDX (Ikeda et al., 2009). A l’opposé de ces observations, la 

mutation de la WUS-box induit un effet dominant-négatif sur l’expression d’AG 

qui peut être complémenté par la fusion de WUS au domaine de trans-
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activation VP16 (Ikeda et al., 2009). Ces résultats contradictoires indiquent 

une fonction répressive de WUS dans le cadre de sa fonction méristématique, 

impliquant la WUS-box, et une fonction activatrice d’AG dans la fleur, 

impliquant là encore la WUS-box (Ikeda et al., 2009). La WUS-box présentant 

des similarités de séquences avec les motifs EAR, il n’est pas exclu qu’elle 

permette le recrutement de corépresseurs de la famille TPL. Cette hypothèse 

est compatible avec les études d’interactions WUS-TPL (Kieffer et al., 2006). 

Plus globalement, l’étude de l’expression des cibles directes de WUS dans 

des lignées permettant l’induction conditionnelle de WUS montre qu’il agit 

effectivement aussi bien en tant qu’activateur qu’en tant que répresseur 

transcriptionnel (Lohmann et al., 2001) 

L’identification des sites de liaison de WUS dans de jeunes plantules révèle 

que WUS lie un motif G-box CACGTG, différent des motifs TTAATGG 

présents dans l’intron d’AG. On retrouve cependant un enrichissement de ces 

derniers dans les régions liées par WUS. In vitro WUS lie ces deux séquences, 

avec une légère préférence pour la G-box (Busch et al., 2010)..  

Nouvelles données concernant la régulation d’AG par LFY 

L’identification du site de liaison complet de LFY (Moyroud et al., 2011) change 

considérablement les données sur la fixation de LFY et WUS au locus AG. Au 

lieu du consensus CCAATG(G/T) utilisé pour les études in vitro (Lohmann et 

al., 2001), LFY lie en fait un motif beaucoup plus large, de 19 paires de bases, 

englobant les sites de liaison de WUS TTAATGG (Figure ChII. 8B). Cela 

pourrait expliquer l’impossibilité de liaison simultanée de LFY et WUS sur AGII 

(Lohmann et al., 2001). De plus LFY lie les sites AGI-II de manière coopérative 

in vitro grâce à son domaine d’oligomérisation. In planta, LFY oligomérise 

aussi probablement au niveau du deuxième intron d’AG, la liaison de LFYTERE 

étant considérablement plus faible à ce locus que celle de LFY (Sayou et al., 

2016). Il est donc probable que la fixation de LFY au locus AG puisse 

empêcher la liaison de WUS et vice versa. 

Le rôle pionnier de LFY pourrait également jouer un rôle important dans la 

régulation d’AG. Au stade végétatif FP50, le fragment d’ADN comportant les 

sites AGI-II, est flanqué par deux nucléosomes dont les positions sont 
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conservées dans les tissus de plantules (Li et al., 2014) (Figure ChII. 8A). Au 

stade floral cette région a un signal DNAse relativement élevé, indiquant une 

haute accessibilité de la chromatine (Zhang et al., 2012). Cela indique que le 

locus AG est probablement dans un état chromatinien fermé au stade végétatif 

et s’ouvre au stade floral, en accord avec les données d’accessibilité de la 

chromatine au cours du développement floral (Pajoro et al., 2014a). 

L’ouverture de la chromatine au locus AG pourrait être dépendante de 

l’oligomérisation de LFY, les fleurs des plantes exprimant LFYTERE ne formant 

pas de carpelles ni d’étamines dont la formation est sous contrôle de AG 

(Sayou et al., 2016).  

 

Figure ChII.  8. Paysage génomique du deuxième intron d’AG. (A) De haut en bas: signal 
DNAse en inflorescence, signal ChIP (anti-LFY) en plantules 35S:LFY de 14 jours, signal ChIP 
(anti LFY) en plantules 35S:LFYTERE de 14 jours, signal MNAse en plantules de 14 jours, sites 
de liaisons prédits de LFY. La numérotation renvoie à la position des nucléotides sur le 
chromosome 4. Les régions correspondant aux fragments KB31 et FP50  sont indiquées en 
gris clair et foncé respectivement. (B) Représentation schématique de la sonde AGI-II. Les 
sites de liaison de LFY (vert) et WUS (bleu) sont indiqués. 
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En nous basant sur ces données nous émettons l’hypothèse que 

l’oligomérisation de LFY au locus d’AG est requise pour sa régulation par LFY 

et WUS. Nous proposons d’étudier les interactions de LFY et WUS avec AGI-

II par des approches in vitro, en utilisant les protéines complètes. Plusieurs 

hypothèses permettraient d’expliquer la régulation d’AG par ces deux 

facteurs : (1) LFY et WUS lient simultanément les deux sites, chaque protéine 

étant sur un site distinct, (2) les deux protéines lient successivement le locus, 

cette liaison successive étant nécessaire pour l’activation d’AG, ou (3) les deux 

protéines interagissent physiquement sur le locus. 

2. Résultats  

 Production, purification et activité in vitro de WUS 

Afin d’étudier la liaison de WUS sur AGI-II nous avons produit en système 

hétérologue chez Escherichia coli la protéine WUS, fusionnée à la MALTOSE-

BINDING PROTEIN (MBP), pour faciliter sa solubilisation, et à une étiquette 

6xHis pour simplifier la purification. La protéine est correctement synthétisée 

par les bactéries et solubilisée dans un tampon optimisé pour la stabiliser. 

WUS s’adsorbe correctement sur colonne de nickel-sépharose et est éluée 

par des concentrations croissantes d’imidazole après lavage de la colonne, 

permettant la purification satisfaisante de la protéine étiquetée sans étape 

supplémentaire (Figure ChII. 9A). Malgré la présence d’inhibiteurs de 

protéases et de réducteurs dans le tampon à toutes les étapes de la 

purification, une bande de poids moléculaire plus faible que la protéine entière 

est éluée avec la protéine, correspondant probablement à une dégradation 

partielle de la protéine.  

Afin de tester l’activité de liaison à l’ADN de la protéine purifiée nous avons fait 

interagir WUS avec une sonde marquée constituée du site de liaison de WUS 

dans le promoteur de CLV1 (Busch et al., 2010). La séparation des complexes 

selon leurs poids moléculaires en gel d’acrylamide (gel-retard) montre la 

formation d’un complexe WUS-sonde (Figure ChII. 9B). De plus, la quantité de 

sonde liée augmente avec la concentration de WUS. Afin de tester la 

spécificité de cette liaison nous avons d’une part muté le site de liaison de 
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WUS sur la sonde utilisée (CLV1m) et d’autre part ajouté des concentrations 

croissantes d’ADN compétiteur aspécifique (Figure ChII. 9C). WUS forme un 

complexe avec la sonde mutée mais ce complexe WUS-CLV1m a été plus 

sensible à la présence d’ADN compétiteur (i.e. est déstabilisé pour de plus 

faibles concentrations de compétiteur) que le complexe WUS-CLV1, indiquant 

que WUS interagit de manière spécifique avec CLV1. Le DBD de la protéine 

WUS que nous avons purifié est donc fonctionnel. En revanche la 

concentration relativement haute de protéine requise pour observer la 

formation d’un complexe protéine-ADN (>1µM) indique la faible affinité de la 

protéine pour l’ADN cible.  

 

Figure ChII.  9. Production et activité in vitro de WUS. (A) Production et purification de 
AtWUS-MBP-6His sur colonne Ni-S. La fraction totale correspond au lysat bactérien, la 
fraction soluble au surnageant après centrifugation du lysat. LA fraction non retenue 
correspond aux protéines qui ne s’accrochent pas sur la colonne de Ni-S. Le premier lavage 
est effectué avec le tampon de solubilisation de la protéine. 20 mM d’imidazole est rajouté au 
deuxième lavage puis les élutions sont effectuées avec 40, 100, 150 et 300 mM d’im idazole. 
AtWUS-MBP-6His a un poids moléculaire attendu d’environ 75kDa. (B) Gel retard testant la 
liaison de WUS sur la sonde CLV1. (C) Gel retard testant la spécificité de WUS pour la sonde 
CLV1 par rapport à une sonde mutée CLV1m avec une concentration croissante d’ADN 
compétiteur. (D) Co-immunoprécipitations de TPL par WUS-MBP-6His sur colonne d’amylose. 
FT (Flow Through) correspond à la fraction non retenu sur la colonne et E à la fraction éluée.  
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Afin de vérifier si la faible affinité observée de WUS avec l’ADN est le signe 

d’un problème de conformation de la protéine, nous avons testé la capacité du 

domaine C-terminal à interagir avec TPL (Kieffer et al., 2006). L’interaction de 

la protéine étiquetée WUS-MBP-6His et d’une version tronquée de TPL 

contenant les 202 premier acides-aminés (Martin-Arevallilllo et al., en 

préparation) a été testée in vitro par co-purification sur colonne d’amylose 

(Figure ChII. 9D). WUS est adsorbé sur la colonne par sa fusion au domaine 

MBP. En revanche TPL n’étant pas capable d’interagir avec l’amylose, il n’est 

pas retenu sur la colonne. Lorsque les deux protéines sont incubées ensemble 

avant leur passage sur la colonne une fraction de TPL est retenue, indiquant 

une interaction avec WUS. L’ensemble de ces résultats indique que WUS 

produit in vitro est fonctionnelle. La protéine est capable de lier assez 

spécifiquement les sites de liaisons du promoteur de CLV1 et est capable 

d’interagir avec TPL. 

Liaison de WUS sur AGI-II 

Les interactions observées précédemment entre WUS et les motifs TTAATGG 

de FP50 reposent sur l’utilisation d’un extrait non-purifié de protéines de levure 

exprimant WUS (Lohmann et al., 2001). Des cofacteurs également présents 

dans la levure pourraient être nécessaire à la liaison de WUS sur ces motifs, 

expliquant que ce motif ne soit que faiblement enrichi dans les SELEX utilisant 

WUS comme cible (Busch et al., 2010). Pour vérifier la liaison de WUS à ces 

motifs, nous avons utilisé une sonde contenant un motif de liaison de WUS 

issu de FP50 (AGII). WUS est capable d’interagir avec cette séquence, de plus 

la mutation du motif perturbe l’interaction, indiquant que WUS est capable de 

lier le motif TTAATGG sans cofacteur (Figure ChII. 10A-B). Afin de vérifier la 

liaison de WUS sur les deux sites de liaisons présents dans la séquence de 

FP50 nous avons synthétisé une sonde plus longue, contenant les deux sites 

(AGI-II). WUS formant des complexes de haut poids moléculaire sur cette 

sonde, nous avons séparé les complexes sur gel d’agarose, plus résolutif dans 

les gammes de poids moléculaires observés. Une seule espèce de très haut 

poids moléculaire est formée par WUS et AGI-II. L’absence de complexes de 

plus faible poids moléculaire indique que WUS lie la sonde de manière 

coopérative, similairement à LFY (Figure ChII. 10C). La mutation des motifs 
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TTAATGG dans cette séquence (AGI-IIm) ne perturbe que faiblement la 

liaison de WUS, indiquant que d’autres sites de liaison non-prédits pourraient 

être présent sur la sonde. Cela ajouté à la faible mobilité du complexe formé 

indique que WUS pourrait oligomériser sur la sonde, ou bien que la liaison 

observée est relativement peu spécifique d’une séquence particulière. 

 

 

Figure ChII.  10. Liaison de WUS aux séquences régulatrices d’AG. (A) et (B) Gels retards 
montrant l’interaction de WUS avec une sonde de 20 nucléotides comportant le site TTAATGG 
(AGII) (A) ou des version mutées (B).Puits (-) : sonde seul ; puits (+) : sonde et protéine (+) 
(C) Gel retard montrant l’interaction de WUS avec des sondes de 85 nucléotides portant deux 
sites de liaisons (AGI-II) ou avec les sites de liaison mutés (AGI-IIm). 

 

WUS et LFY lient AGI-II de manière compétitive 

Afin de tester la liaison simultanée de LFY et WUS aux séquences régulatrices 

d’AG, les deux protéines sont incubées à différentes concentrations en 

présence d’AGI-II. Les complexes formés sont séparés sur gel d’agarose 

(Figure ChII. 11). En présence de la sonde, AtLFY forme un seul complexe, 

correspondant à la fixation en tétramère, de manière similaire à ce qui a été 

observé précédemment pour GbLFY (Sayou et al., 2016). AtLFYTERE forme lui 

deux complexes majoritaires, correspondant au dimère et au tétramère, 

comme observé pour GbLFYTERE. A cause du haut bruit de fond et du manque 

de définition des retards de migrations sur au gel d’agarose, nous ne pouvons 

nous prononcer sur l’existence de complexes additionnels. Comme 

précédemment, WUS seul déclenche la formation d’un complexe de très haut 
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poids moléculaire. En présence de WUS et LFY en même temps on ne détecte 

pas l’apparition d’une nouvelle espèce : il ne semble pas y avoir de complexe 

ternaire WUS/LFY/ADN. En revanche une concentration croissante de WUS 

inhibe proportionnellement la liaison de LFY à la sonde. De façon similaire 

l’ajout de LFY à des concentrations croissantes inhibe l’interaction entre WUS 

et la sonde. Ces résultats indiquent que LFY et WUS lient AGI-II de manière 

compétitive et la liaison simultanée des deux protéines sur le même brin d’ADN 

n’a pas pût être observée. Cela est probablement dû au fait que les deux 

protéines semblent, indépendamment l’une de l’autre, lier la sonde de manière 

coopérative, inhibant la liaison de l’autre protéine. De manière surprenante, la 

même observation est faite pour LFYTERE et WUS. Bien que LFYTERE ne lie pas 

la sonde de manière coopérative, aucun nouveau complexe n’a pu être 

observé lorsque LFYTERE et WUS sont incubées simultanément avec la sonde. 

En revanche LFYTERE est plus sensible que LFY à la compétition avec WUS et 

moins efficace que LFY à déplacer WUS. Cela indique que LFYTERE est moins 

efficace que LFY pour la liaison a AGI-II, ce qui n’avait pas été observé pour 

GbLFYTERE (Sayou et al., 2016). Dans l’ensemble ces résultats indiquent que 

LFY et WUS lient l’ADN de manière compétitive et il est improbable qu’ils 

soient liés simultanément à des sites de liaison proches. 

3. Discussion 

Liaison de LFY et WUS au locus AG 

Il avait été montré précédemment que LFY et WUS ne peuvent lier 

simultanément le site AGII, probablement dû au fait que les sites de liaison de 

LFY et WUS se chevauchent (Lohmann et al., 2001; Moyroud et al., 2011). 

Nous avons montré ici que, comme LFY, WUS oligomérise très probablement 

sur le site AGI-II de manière coopérative. L’oligomérisation de LFY et WUS 

sur cette séquence empêcherait leur liaison simultanée in vitro. Il apparaît 

donc que si l’activité des deux facteurs de transcriptions est requise pour 

l’induction d’AG, leur liaison à l’ADN doit être transitoire. Cependant, s’il est 

connu que WUS dimérise via le domaine homéobox (Lohmann et al., 2001), il 

n’a jamais été montré qu’il puisse oligomériser. WUS est encore peu 
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caractérisé d’un point de vue biochimique. Cependant il est aussi possible que 

l’oligomérisation observée sur AGI-II soit un artefact dû aux hautes 

concentrations de protéines utilisées ici. Le très haut poids moléculaire 

apparent des complexes formés malgré l’absence de sites supplémentaires 

prédits tend vers cette hypothèse. Il avait de plus été montré que la mutation 

des deux sites de liaison de WUS suffisait à empêcher sa liaison en levure 

(Lohmann et al., 2001), ce que nous n’avons pas retrouvé in vitro et qui 

renforce l’hypothèse d’une liaison en partie artefactuelle. Dans l’ensemble, les 

difficultés présentées par l’étude de liaison à l’ADN de WUS in vitro suggèrent 

que ce système n’est pas le plus approprié pour ce travail. 

 

Figure ChII. 11. WUS et LFY lient AGI-II de manière compétitive. Expérience de 
compétition sur gel retard de AtLFY (A) ou AtLFYTERE (B) avec WUS sur la sonde AGI-II. Les 
complexes protéines-ADN susceptibles d’être formés sont schématisés à droite avec. LFY et 
LFYTERE forment des dimères ou tétramères (vert) et WUS couvre probablement la sonde 
(bleu). Le nombre de molécules représentées pour WUS est arbitraire. La sonde libre n’est 
pas visible sur ces gels. 
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Etat chromatinien au locus AG et futures directions 

Le fragment KB31 utilisé précédemment pour l’étude de la régulation d’AG et 

dont une sous partie a été utilisée ici est flanqué par deux nucléosomes au 

stade végétatif (Li et al., 2014). Le fort signal DNAse au stade floral, associé à 

la réduction de liaison de LFYTERE par rapport à LFY (Zhang et al., 2012) sont 

autant d’indices indiquant que ces nucléosomes sont probablement déplacés 

lors de l’induction d’AG. Cette hypothèse étant cohérente avec les propriétés 

de LFYTERE, incapable d’oligomériser et de lier la chromatine fermée, LFY 

régule probablement l’ouverture de la chromatine au locus d’AG, en partie via 

l’oligomérisation dans le second intron. Un tel rôle n’a jamais été montré pour 

WUS et il est possible que l’ouverture de la chromatine par LFY soit un 

prérequis pour la liaison de WUS. Un mécanisme similaire (‘’assisted loading’’) 

a été décrit pour la liaison du récepteur des glucocorticoïdes (GR) et un 

récepteur de l’estradiol modifié pour reconnaitre le même site de liaison 

(ERpbox) (Voss et al., 2011). Dans ce cas, bien que les deux protéines 

reconnaissent et lient le même site, la liaison semble facilitée par la présence 

des deux facteurs simultanément. De plus les deux protéines régulent de 

manière coopérative l’ouverture de la chromatine aux loci cibles. Le modèle 

présenté dans cette étude décrit la liaison d’un des facteurs, GR, à la 

chromatine fermée. Cette liaison permet l’ouverture transitoire de la 

chromatine, permettant à ERpbox de remplacer GR, de manière compétitive, 

aux sites de liaison. Le résultat serait une occupation accrue du locus, 

permettant de maintenir l’ouverture de la chromatine et la transcription des 

gènes cibles. Il serait intéressant d’étudier l’accessibilité et l’occupation de 

KB31 par LFY et WUS seul ou présence de l’autre partenaire en utilisant par 

exemple des lignées inductibles pour les deux facteurs. Dans ce contexte, la 

fonction activatrice de WUS pourrait s’expliquer par un rôle dans le maintien 

de l’accessibilité de la chromatine plutôt que dans la régulation 

transcriptionnelle, rôle pour lequel WUS est plutôt connu pour agir comme un 

répresseur (Ikeda et al., 2009).
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MATERIEL & METHODES 

I. Matériel végétal et méthodes de travail sur les plantes 

1. Matériel végétal 

Les souches mutantes et sauvages utilisées dans ce travail sont toutes dans 

Arabidopsis thaliana écotype Columbia (Col) sauf si précisé autrement. Les 

allèles mutants utilisés publiés précédemment sont les suivants : rax1-3 

(Müller et al., 2006; Keller et al., 2006) (ATG23000 ; SALK_071748) ; rev-

6/vam-1 (Pogany et al., 1998; Otsuga et al., 2001) (AT5G60690) a été d’abord 

isolé dans l’écotype Landsberg erecta (Ler) et a été rétrocroisé au moins trois 

fois dans Col au cours du présent travail; lfy-1/lfy-12 (Schultz and Haughn, 

1991; Huala and Sussex, 1992) et lfy-2 (Weigel et al., 1992) (AT5G61850) 

sont des mutants forts et faibles respectivement. 

La lignée rapportrice pWUS:2xVENUS (CW039) a été fournie gracieusement 

par C. Wenzl (non publié) et contient une répétition de deux protéines 

fluorescentes VENUS sous contrôle du promoteur de WUS (~4,4kb) et de son 

terminateur (Lampropoulos et al., 2013). 
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2. Conditions de cultures 

Conditions de culture 

Les graines sont stérilisées en phase gazeuse en les plaçant dans un tube 

eppendorf ouvert dans une boite hermétique contenant un bécher dans lequel 

ont été mélangés 20 ml de Javel (NaClO+NaCl, 4,3%) avec 3 ml d’acide 

chlorhydrique (HCl). Les graines sont incubées en présence du dichlore (Cl2) 

ainsi produit pendant 2 h à 4 h puis semées sur milieu Murashige & Skoog 

(MS complet 0,5X (Sigma-Aldrich); 1% sucrose ; 0,05% acide 2-(N-

morpholino)ethane sulfonique (MES) ; pH 5,7 ajusté au KOH ; 0,8% Agar). Les 

plantes sont stratifiées à 4°C pendant au moins 48 h puis transférées en 

chambre de culture pour germer, typiquement à 20°C et 65% d’humidité sous 

lumière blanche. Après 7 jours les graines sont transférées sur substrat de 

croissance (terreau de multiplication : vermiculite, 5:1) et cultivées dans les 

mêmes conditions.  

Les conditions de culture jours longs (JL) consistent en cycles de 16 h de 

lumière et 8 h d’obscurité, les conditions de jours courts (JC) consistent en 

cycles de 8 h de lumière et 16 h d’obscurité. Lorsqu’une synchronisation de la 

floraison et/ou un large SAM sont requis, les plantes sont cultivées en JC 

pendant 6 semaines puis transférées en JL pour induire la floraison. Les SAM 

sont alors observés ou récoltés 14 jours après transfert. 

Sélection de transformants sur Hygromycine B 

Les plantes transformées avec un plasmide dérivé du pCAMBIA1300 sont 

sélectionnées sur Hygromycine B (Sigma-Aldrich). Les graines stérilisées sont 

semées sur un milieu MS minimal, sans sucre ni vitamines (0,5X MS basal 

salt (Sigma-Aldrich); pH 5,7 au KOH ; 0,8% Agar) et stratifiées pendant 48 h. 

Les boites sont alors exposées à la lumière pendant environ une heure et 

transférées dans une chambre de culture à l’obscurité. Après 5 jours les 

plantules sont exposées à une lumière atténuée pendant une journée puis 

transférées en chambre de culture en conditions de JL. Les plantules 

résistantes ont un phénotype d’étiolement avec un hypocotyle très allongé 

alors que les plantules sensibles ont un hypocotyle court et sont chétives. Les 
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plantules résistantes sont délicatement transférées en terre et cultivées 

normalement. 

3. Extraction d’ADN génomique et génotypage 

Un morceau de jeune feuille est récupéré dans un tube eppendorf de 1.5 ml et 

broyé à l’aide d’un pilon. Alternativement les échantillons sont récupérés en 

plaques de 96 puits, 2 billes de verres (diamètre 4 mm) sont ajoutées dans 

chaque tube et les échantillons sont broyés à l’aide du TissueLyser (2 fois 30 

s à 30 Hz). Les tissus sont lysés en ajoutant 500 µL de tampon d’Edwards 

(200 mM Tris-HCl pH 7,5 ; 250 mM NaCl ; 25 mM éthylène diamine tétra-

acétique (EDTA) ; 0,5% dodécylsulfate de sodium (SDS) 20%) et vortexés, 

puis centrifugés 1 min à 16000 g, ou 30 min à 12500 g pour les plaques 96 

puits.  

400 µl de surnageant sont récupérés dans un nouveau tube et l’ADN 

génomique est précipité à l’isopropanol (ajouté volume à volume puis 

centrifugé 5 min à 16000 g (ou 20 min à 12500 g pour les plaques) après 2 

min d’incubation à température ambiante). Le culot est nettoyé avec 500 µl 

d’éthanol 70% puis centrifugé comme précédemment. Le culot est ensuite 

séché à l’air libre puis suspendu dans 50 µL de Tris-EDTA (TE ; 10 mM Tris-

HCl pH 8 ; 1 mM EDTA). Typiquement 2 µL d’ADNg sont utilisés par PCR. 

Génotypage par PCR de rax1-3, rev-6 et lfy-2 

Le génotypage de rax1-3 a été effectué avec les amorces oHC150 et 

oHC152/SALK Lb1.3 pour l’allèle mutant et oHC150 et oHC151 pour l’allèle 

sauvage. Le génotypage de rev-6 a été effectué avec les amorces oGV108 et 

oGT1025 suivit par une digestion par l’enzyme TaqαI (New England Biolabs). 

Le génotypage de lfy-2 a été effectué avec les amorces oGD136 et oGD137 

pour le sauvage et oGD138 et oGD139 pour le mutant. La liste des amorces 

utilisées pour le génotypage est indiquée dans le Tableau MM 1. 
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Tableau MM 1. Amorces de génotypage. 

Nom Cible Séquence 5' -> 3' 

oHC152 /SALK 
Lb1.3 

T-DNA  
(Left border) 

ATTTTGCCGATTTCGGAAC 

oHC150 RAX1 TGTGAAAAGACCAACCTCACC 

oHC151 RAX1 TCGGACATTTCAGTTTGGAAG 

oGV108 REV TAAGGCCTTGTGATGGTGGTGGTTCTATTATTCACATTGTTGATCACCTT 

oGT1025 REV ACAATGCATCGTAGACCACCC 

oGD142 FIL GACAATGAAAGTAGTTTTAATGAG 

oGD143 FIL CAGCTTTGATACGTTGGATCTCCTCC 

oGD144 FIL ACCGTTACGACCGTTTTCATCC 

oGD136 LFY GGGACAGAGAGACAGAGGGAGCAGCC 

oGD137 LFY GCTGTCCATGATTATAGCTATAGTTCC 

oGD138 LFY ACTTCCCCAGGCTCCGTTACGATAACCA 

oGD139 LFY GGAAGTGGTTACTGGGACGCAGGTCAAG 

oGD124 RAX1guide1 GGTCGCCTGAAGAAGACTCTAA 

oGD126 RAX1guide1 TCACCATGCTTTATGTTTGGTC 

oGD125 RAX1guide2 TAATCATTTGCTTCAAATCCCC 

oGD134 RAX1guide2 CACACCAGTTTTTCTTCAGACG 

oGD127 REVguide1 ACTTCAGGTTAACGATCCAAGC 

oGD129 REVguide1 TATAACCTTCATCCCAGGCATC 

oGD128 REVguide2 GCTCAAGATCGAAGTACCTGCT 

oGD135 REVguide2 AAAAATGACCATTTCCGTGAGT 

Génotypage TaqMan de lfy-12 

Le génotypage de l’allèle lfy-12 s’est effectué par chimie TaqMan dans un 

thermocycleur CFX96™ (Bio-Rad). 1 µL d’ADNg a été mélangé à 10 µL de 

iTaq™ Universal Probes Supermix (Bio-Rad), 1 µM de chaque amorce de 

génotypage et 0,2 µM de chaque sonde TaqMan. La sonde s’hybridant sur 

l’allèle sauvage est : 5’ (FAM)-CGCTGCAGCAACAGC-(BHQ) 3’ ; la sonde 

s’hybridant sur l’allèle mutante est : 5’ (HEX)-CGCTGCAGTAACAGC-(BHQ) 

3’. 

L’amplification est effectuée en deux étapes. Après dénaturation de l’ADN à 

95°C pendant 5 min, 45 cycles de dénaturation (95°C, 10 s) et élongation 

(60°C, 30 s) sont effectués. La lecture de fluorescence du FAM et de l’HEX est 

effectuée pendant l’élongation. La fluorescence finale de l’HEX par rapport au 

FAM est mesurée pour chaque échantillon et le rapport HEX/FAM permet de 

déterminer du génotype de chaque individu. 
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Génotypage des lignées CRISPR/Cas9 

Les plantes mutagénisées par l’action de la Cas9 sont identifiées dans un 1er 

temps par PCR, en utilisant des amorces s’hybridant de part et d’autre de la 

zone à couper (oGD124 et oGD125, et oGD127 et oGD128 pour RAX1 et REV 

respectivement ; Tableau MM 1). Lorsque cette approche ne permet pas 

d’identifier des plantes mutées, l’approche élaborée par Zhu et al. est utilisée 

(Zhu et al., 2014). La zone entourant chaque cible de guide est amplifiée par 

PCR. Les amorces oGD124 et oGD126 ont servi à amplifier la zone autour du 

guide RAX1guide1, les amorces oGD125 et oGD137 la zone autour de 

RAX1guide2, les amorces oGD127 et oGD129 la zone autour de REVguide1 

et les amorces oGD135 et oGD128 la zone autour de REVguide2. Le produit 

de PCR est soumis à une étape de dénaturation de 5 min à 98°C pour 

permettre la formation d’hétéroduplex d’ADN. Le produit obtenu est ensuite 

séparé sur gel d’acrylamide non dénaturant à 12% dans du TBE 1X pendant 

2 h à 90 V. Les hétéroduplex sont visualisés sur le gel comme des retards de 

migration par rapport à l’homoduplex d’ADN. En T2 et dans les générations 

suivantes, où des plantes mutantes homozygotes sont attendues, le produit 

de PCR est mélangé avant l’étape de fusion à un produit de PCR obtenu par 

amplification sur l’ADN d’une plante sauvage, dans un ratio équimolaire, afin 

de permettre la formation d’hétéroduplex détectables sur gel. 

Pour les mutants ainsi identifiés, la séquence d’ADN présente entre les 

séquences cibles des deux guides est amplifiée par PCR et clonée dans 

pCR®-Blunt (ThermoFisher) avant d’être vérifiée par séquençage (Eurofins 

Genomics). 

4. Génération de lignées transgéniques stables d’Arabidopsis 

thaliana 

Tous les clonages sont réalisés en suivant les procédures standard. Les 

amorces utilisées sont indiquées dans le Tableau MM 2. Tous les clones ont 

été validés par séquençage (Eurofins Genomics) avant leur utilisation. 



 

- 142 - 
 

Clonage GreenGate 

Les plasmides contenant des versions inductibles de RAX1 sont construits en 

utilisant la méthode de clonage GreenGate (Lampropoulos et al., 2013). La 

séquence codante pour le domaine de liaison aux glucocorticoïdes du 

récepteur du rat (GR) a été amplifiée à partir d’ADNg de plantes exprimant un 

transgène 35S :AP1-GR (Yu et al., 2004). La séquence codante pour RAX1 a 

été amplifiée à partir d’ADNc et sous-clonée dans le vecteur d’entrée 

Gateway® pDONR™221 (ThermoFisher) (pHC03). Une mutation silencieuse 

a été introduite dans la séquence de RAX1 avec les amorces oGD122 et 

oGD123 de façon à éliminer le site de restriction BsaI (clone pGD41). L’ADNC 

a ensuite été réamplifié avec les amorces oGD115 et oGD116 pour le clonage 

dans les vecteurs d’entrée GreenGate. La cassette de sélection At2S3 :GFP 

a été amplifiée à partir du plasmide pAlligator1 (Bensmihen et al., 2004) avec 

les amorces oGD120 et oGD121. 

La séquence codant pour RAX1 a été clonée dans pGGC000 pour produire 

pGD41. Pour le clonage de GR en milieu de construction, la séquence codante 

a été amplifiée avec les amorces oGD109 et oGD110, clonée dans pGGC000, 

produisant pGD38. Pour le clonage de GR en C-terminal, un linker a été 

amplifié avec les amorces oGD118 et oGD119 à partir de pGGD001 et GR a 

été amplifié avec les amorces oGD110 et oGD111. Le linker et GR ont été 

mélangés lors de la libation, produisant pGD39. La cassette At2S3:GFP a été 

clonée dans pGGF000 pour produire pGD43. pGD46 et pGD48 ont été 

produits par assemblage des plasmides pGGZ001, pGGA006, pGGE009 et 

pGD43 avec pGGB001, pGD41 et pGD39 ou avec pGGB001, pGD38 et 

pGGD002, respectivement. 
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Tableau MM 2. Amorces de clonage. 

Nom Cible  Sen
s Site de clonage Séquence 

oGD01 RAX1 sens NcoI AACCATGGGAAGAGCTCCG 

oGD02 RAX1 
anti-
sens 

NotI TAGCGGCCGCTCAGGAGTAGAAATAGGGCAAGC 

oGD03 RAX1 
anti-
sens 

Mutagénèse NcoI 
TTAGATAAGGAGAAGCCATCGCTGATGATGATGAAT

CAG 

oGD04 RAX1 sens Mutagénèse NcoI 
CTGATTCATCATCATCAGCGATGGCTTCTCCTTATC

TAA 

oGD05 RAX1 
anti-
sens 

NotI 
TAGCGGCCGCTCAGTTTAGATAAGGAGAAGCCATC

GC 

oGD109 GR 
anti-
sens 

Overhang "D" 
AACAGGTCTCACTGATTTTTGATGAAACAGAAGCTT

TTTG 

oGD110 GR sens Overhang "C" 
AACAGGTCTCAGGCTCAGAAGCTCGAAAAACAAAG

AAAAA 

oGD111 GR 
anti-
sens 

Overhang "E" 
AACAGGTCTCAGCAGCTATTTTTGATGAAACAGAAG

CTTTTTG 

oGD115 RAX1 
anti-
sens 

Overhang "D" 
AACAGGTCTCACTGAGGAGTAGAAATAGGGCAAGC

A 

oGD116 RAX1 sens Overhang "C" 
AACAGGTCTCAGGCTCAATGGGAAGAGCTCCGTGT

T 

oGD118 C-linker sens Overhang "D" AACAGGTCTCATCAGCCGCTAGTGCGATCG 

oGD119 C-linker 
anti-
sens 

Overhang "C" AACAGGTCTCAAGCCCGATCCAGAGCCGCTG 

oGD120 
AT2S3:GF

P 
sens Overhang "F" 

AACAGGTCTCAATACGAAACCAAATTAACATAGGGT
TTTTA 

oGD121 
AT2S3:GF

P 
anti-
sens 

Overhang "G" AACAGGTCTCAACTATGCAGATCGTTCAAACATTTG 

oGD122 RAX1 sens Mutagénèse BsaI GGCTAAACTATTTGAGGCCAAACATAAAGCATGG 

oGD123 RAX1 
anti-
sens 

Mutagénèse BsaI CCATGCTTTATGTTTGGCCTCAAATAGTTTAGCC 

RAX1-sg1-F 
RAX1guid

e1 
sens BbsI GATTGTATGAACTTACCGGCTTTG 

RAX1-sg1-R 
RAX1guid

e1 
anti-
sens 

BbsI AAACCAAAGCCGGTAAGTTCATAC 

RAX1-sg2-F 
RAX1guid

e2 
sens BbsI GATTGAGGACAAAAGGGTACAATG 

RAX1-sg-2-
R 

RAX1guid
e2 

anti-
sens 

BbsI AAACCATTGTACCCTTTTGTCCTC 

REV-sg1-F 
REVguide

1 
sens BbsI GATTGCATCTCTAAGCGAATGCTG 

REV-sg1-R 
REVguide

1 
anti-
sens 

BbsI AAACCAGCATTCGCTTAGAGATGC 

REV-sg2-F 
REVguide

2 
sens BbsI GATTGCTTCATGTTTTAGGCGTTG 

REV-sg2-R 
REVguide

2 
anti-
sens 

BbsI AAACCAACGCCTAAAACATGAAGC 

Clonage des constructions CRISPR/Cas9 

Les plasmides utilisés pour le clonage des constructions CRISPR/Cas9 sont 

un cadeau généreux de W. Yan (Yan et al., 2016). Les guides ARN avec la 

meilleure spécificité sont choisis à l’aide du logiciel CHOPCHOP 

(https://chopchop.rc.fas.harvard.edu/). Des amorces complémentaires 

constituées la séquence du guide additionnée d’une extrémité dépassante 

permettant la libation dans les sites BbsI (voir Tableau MM 2) sont mélangées 

à raison de 10 µM de chaque amorce dans une solution de Tris-HCl pH 7,5 10 

µM/ NaCl 150 µM. Le mélange est chauffé à 95°C pendant 3 min et refroidi 

https://chopchop.rc.fas.harvard.edu/
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lentement à température ambiante afin de permettre l’hybridation des amorces 

complémentaires. 

Les amorces « double brin » sont ensuite liguées dans le site BbsI de pBSK-

AtU6-26 :guide (Feng et al., 2013), modifié pour permettre la ligation 

séquentielle de plusieurs guides (Yan et al., 2016). Les guides 

supplémentaires sont ajoutés successivement par transfert des guides d’un 

plasmide à l’autre : un guide est isolé d’un plasmide par digestion avec KpnI 

et XbaI et transféré un deuxième plasmide contenant un autre guide, ouvert 

par digestion avec KpnI et SpeI. Cette ligation élimine les sites SpeI et XbaI, 

permettant un autre cycle de transfert. Le plasmide contenant les guides 

voulus est ensuite digéré par KpnI et SbfI pour transfert des guides entre les 

sites KpnI et EcoRI de pCAMBIA1300 avec la cassette 

UBQ10:CoCas9:tUBQ10 du pBSK:CoCas9 digéré par SbfI et EcoRI. Le 

pBSK:CoCas9 contient une version aux codons optimisés pour l’expression 

chez Arabidopsis de la Cas9 humaine sous contrôle du promoteur UBQ10 

(Yan et al., 2016).  

Les plasmides finaux contenant deux guides contre RAX1, deux guides contre 

REV ou les quatre guides sont nommés pGD56, pGD57 et pGD58 

respectivement.  

Le guide ciblant le site de liaison LFY dans le promoteur de RAX1 a été cloné 

comme décrit ci-dessus (pGD63). 

Transformation stable d’Arabidopsis thaliana 

Les transformations stables sont réalisées en suivant la méthode décrite par 

Logemann et al. (Logemann et al., 2006). Les souches compétentes 

d’Agrobacterium tumefaciens GV3101:pmp90:pSOUP ou C58C1:pmp90 pour 

les transformations des plasmides dérivés du pGREEN (GreenGate) ou du 

pCAMBIA respectivement sont transformées par électroporation (2000V) avec 

~100 ng de plasmide et cultivées sur milieu LB solide contenant les 

antibiotiques appropriés pendant 24 à 48 h. Les bactéries sont ensuite ré-

étalées uniformément sur milieu YEB solide (Extrait de levure 1%, extrait de 

bœuf 6%, peptone 6%, sucrose 6%, MgCl2 1%, Agar 3g/l) et cultivées en un 

tapis dense pendant trois jours. Les bactéries sont ensuite resuspendues dans 
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50 ml de milieu LB liquide puis mélangées au dernier moment à 200 ml d’une 

solution contenant 5% de sucrose et 0,03% de Silwet L-77®. Les plantes en 

fleurs sont alors été trempées pendant une dizaine de secondes dans ce 

mélange et placées sous serre, à l’obscurité, pendant environ 16 h avant d’être 

cultivées normalement. Les graines sont ensuite récoltées et sélectionnées 

avec la méthode appropriée. 

5. Phénotypage 

Les plantes à phénotyper sont cultivées soit en JC, soit en JL. La date de 

floraison est définie par l’élongation de la tige primaire (>0,5 cm). Au moment 

de la floraison, les feuilles de rosettes sont dénombrées. Le comptage des 

feuilles, tiges caulinaires et des tiges de rosettes est effectué trois semaines 

après floraison. Pour le phénotypage floral, les fleurs matures sont observées 

à la loupe binoculaire tous les deux jours pendant trois semaines après la date 

de floraison. Pour le comptage des méristèmes axillaires, chaque aisselle de 

feuille de rosette est observée deux semaines après floraison en détachant la 

feuille de la plante afin de vérifier la présence ou l’absence de méristème.  

Pour les traitements au naptalame (NPA), les plantes sont traitées soit au NPA 

(10 µM dans 1/10 000 diméthylsulfoxide (DMSO)) soit au DMSO (1/10 000) (= 

« mock ») par spray tous les deux jours à partir de 14 jours après germination. 

Le nombre d’organes initiés est déterminé trois semaines après floraison.  

Pour les traitements au dexaméthasone (DEX), les plantes ont été traitées soit 

au DEX (10 µM dans 1/1 000 éthanol) soit à l’éthanol (1/1 000) (= « mock ») 

par spray tous les deux jours à partir de 14 jours. 

6. Analyse des quantités de protéines par Western Blot 

Les tissus sont broyés à l’aide du TissueLyser (2 min à 30 Hz). Les extraits 

sont ensuite été solubilisés dans 8 µl/mg de masse fraiche de tampon de 

charge (50 mM Tris-HCl pH 6,8 ; 1% SDS ; 10% Glycerol ; 0,4 % dithiothreitol 

(DTT)). Après 5 min à 95°C, 10 µl (équivalent à 1,25 mg de matière fraîche) 

d’extrait est séparé par électrophorèse en gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) 

dans du tampon de Laemmli 1X. Les protéines sont transférées sur membrane 
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de poly-fluorure de vinylidène (PVDF) dans un tampon Laemmli 0,5X (sans 

SDS) et éthanol 20% pendant 2 heures à 150 V. La membrane est ensuite 

incubée en solution de saturation (tampon Tris salin (TBS) 1X ; Tween-20 

0,1% ; lait 5%) pendant au moins 1 h. La membrane est ensuite incubée avec 

l’anticorps primaire (anti-RFP : 6G6 au 1/1000ème (ChromoTek)) dans du TBS-

T (TBS 1X ; Tween-20 0,1%) pendant 1 h a température ambiante ou la nuit à 

4°C. Après 4 lavages de 10 min dans du TBS-T la membrane est incubée avec 

l’anticorps secondaire dilué au 1/5000éme dans du TBS-T pendant 1 h à 

température ambiante ou bien la nuit à 4°C. Après 4 lavages de 10 min au 

TBS-T la révélation a été effectuée avec le kit Clarity™ Western ECL Blotting 

Substrate (BioRad) et imagée par luminescence sur l’imageur ChemiDoc™ 

(BioRad). 

7. Analyse de niveau d’expression de gènes par qRT-PCR 

Extraction des ARNs totaux 

Environ six inflorescences sont disséquées pour ne laisser que des fleurs 

fermées et récoltées dans des tubes eppendorf de 2 ml contenant 2 billes de 

verre (diamètre 4 mm) et directement plongées dans l’azote liquide. Après 

broyage au Tissue Lyser (2X 1 min à 30 Hz), les ARNs totaux sont extraits à 

l’aide du kit RNeasy Plant Mini Kit™ (Qiagen) en suivant les instructions du 

fabricant.  

L’ADN restant est ensuite dégradé en utilisant la TURBO DNA-free™ DNAse 

en suivant les instructions du fabricant. Les ARNs totaux ainsi obtenus sont 

quantifiés et leur qualité est contrôlée au NanoDrop. 
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Tableau MM 3. Amorces de qRT-PCR. Les amorces sont choisies pour amplifier un fragment 
de cDNA contenant un site d’épissage (intron-spanning). 

Locus 
Nom du 

gène Amorce sens 5' -> 3' Amorce anti-sens 5' -> 3' 
Taille 

d'amplic
on 

Intron 
spanni

ng 

AT2G283
90 

SAND-
domain 
protein 

AACTCTATGCAGCATTTGAT
CCACT 

TGATTGCATATCTTTATCGC
CATC 

61 Oui 

AT4G342
70 

TIP41-like 
familly 
protein 

GTGAAAACTGTTGGAGAGA
AGCAA 

TCAACTGGATACCCTTTCG
CA 

61 Oui 

AT4G264
10 

Uncharacteri
zed protein 

GAGCTGAAGTGGCTTCCAT
GAC 

GGTCCGACATACCCATGAT
CC 

81 Oui 

AT5G438
10 

AGO10 
TGCACTCGGTCGGTCTCTA

T 
TCGAAATGCTGCAAGATGA

G 
60 Oui 

ATG6069
0 

REV 
CGAGCTTGTTTATATGCAGA

CG 
ATCTCAGGGTCCAGAAATC

G 
71 Oui 

AT2G347
10 

PHB TTGGTTTCAGAACCGCAGA 
CTGTTTGAAGACGAGCAGC

TT 
62 Oui 

AT1G304
90 

PHV TTGGTTCCAGAATCGCAGA 
CACTGTCTGAAGACGAGCT

GA 
64 Oui 

AT1G521
50 

CNA 
CCGTCAACATACTCCAAATC

C 
GTCACCACCGATTCACAGC 63 Oui 

AT1G758
20 

CLV1 GGATACATCGCCCCAGAGT 
TCCAAATTCACCAACAGGTT

T 
120 Oui 

AT5G539
50 

CUC2 
AACTTCCCGGGAGAGCTAA

GATGG 
TACTTCCGGTCACGGAGGC

TAAAG 
67 Oui 

Transcription inverse 

2 µg d’ARNs totaux sont mélangés à 0,5 µg d’amorce oligo(dT) dans un 

volume total de 10 µl puis chauffés à 70°C pendant 5 min et immédiatement 

refroidis sur glace pour éviter la formation de structures secondaires. La 

transcription inverse est ensuite effectuée avec la reverse transcriptase du 

virus de la leucémie murine Moloney (M-MLV RTase ; Promega) en suivant 

les instructions du fabricant, à 42°C pendant 60 min. Les ADNc sont dilués au 

1/6ème immédiatement après réaction. 

qRT-PCR 

La qRT-PCR est effectuée avec 2 µL d’ADNc, 5 µl SSoAdvance™ Universal 

SYBR® Green Supermix (Bio-Rad) et 1,2 µM d’amorce sens et anti-sens. La 

réaction est effectuée dans un thermocycleur CFX96™ (Bio-Rad). Après une 

dénaturation initiale de 3 min à 98°C, 40 cycles de dénaturation (98°C, 10 s) 

et d’élongation (60°C, 15 s) sont effectués avec lecture de la fluorescence à 

chaque cycle pendant l’élongation. Afin de s’assurer de la spécificité de 

l’amplification, une courbe de fusion est établie après l’amplification en 
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augmentant graduellement la température des échantillons de 65°C à 95°C 

(0,5°C/0,05 s ; lecture de fluorescence à chaque palier). Les amorces utilisées 

pour la qRT-PCR sont indiquées dans le Tableau MM 3. 

Détermination de l’expression relative 

Le niveau d’expression de chaque gène a été déterminé par la méthode 

décrite par Michael W. Pfaffl (Pfaffl, 2001). L’efficacité ܧ de chaque couple 

d’amorces est déterminée par la formule : 

ܧ = ͳͲ− భ೛೐೙೟೐  

où ݁ݐ݊݁݌ représente la constante liant le �ݐ au logarithme népérien de la 

quantité d’ADNc, déterminé par une dilution géométrique d’ADNc. La quantité 

relative d’ADNc pour chaque gène est calculée par rapport à la condition 

contrôle par la formule : ܴ  ܳ = ௧ሺ೎೚೙೟ೝ�೗೐−೟ೝೌ�೟೐೘೐೙೟ሻ�∆ ܧ  . 
L’expression relative de chaque gène peut ensuite être calculée comme le 

ratio de la quantité relative du gène cible par rapport à quantité relative d’un 

gène de référence : ݋݅ݐ�ݎ = ோொ೎�್೗೐ோொೝ೐೑   

Les gènes de référence pouvant être soumis à des variations d’expression 

dans certaines conditions, l’expression relative est calculée par rapport à la 

moyenne géométrique de trois gènes de référence [13] :  ݋݅ݐ�ݎ = ோொ೎�್೗೐√ோொೝ೐೑భ∙ோொೝ೐೑మ∙ோொೝ೐೑యయ   

Chaque réplicat biologique est analysé indépendamment et la moyenne et 

l’écart-type du ratio d’expression de chaque gène est calculé à travers les 

réplicats biologiques. 

Les gènes de référence utilisés ont été choisis comme étant parmi les gènes 

les plus stables chez Arabidopsis thaliana (Czechowski et al., 2005), et sont 

AT2G28390, AT4G34270 et AT4G26410. 
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8. Microscopie confocale 

Préparation et observation des échantillons 

Les plantes sont synchronisées par transition JC/JL. Après deux semaines en 

JL les SAM sont disséqués en retirant les stades les plus avancés (> stade 3) 

à l’aide d’une pince aiguisée et plantés verticalement dans une petite boîte de 

milieu MS. 

Pour les plantes traitées, les apex disséqués sont placés dans un milieu MS 

modifié (MS basal 0,5X ; sucrose 1 % ; pH 5,8 ; agarose 0,8 % ; myo-inositol 

5 mg ; acide nicotinique 0,05 mg ; pyridoxyne hydrochloride 0,05 mg ; thiamine 

hydrochloryde 0,5 mg ; glycine 0,1 mg ; N6-benzyladenine 200 mM) et incubé 

en enceinte de culture jusqu’à 4 jours.  

Les parois cellulaires sont marquées par incubation 30 min avec du FM4-64 

(333 ng/µl ; ThermoFisher). Les tissus sont observés sur un microscope 

confocal droit TCS SP2 (Leica). L’acquisition des signaux FM4-64 et VENUS 

sont faits par excitation avec le laser 514 nm et des fenêtres d’acquisition de 

630 à 665 nm (PMT 652 V) et de 520 à 555 nm (PMT 465 V) respectivement. 

Le signal est enregistré sous forme de « stacks » (collection d’images) 

tridimensionnels composés d’images de résolution 1 024X 1 024 pixels, une 

gamme de couleurs de 12 bits et une taille des voxels (pixel volumétrique) de 

232,51 x 232,51 x 488,44 nm (xyz). Le traitement des images afin d’améliorer 

la visibilité (luminosité, contrastes et établissement d’un seuil de signal) a été 

réalisé dans FIDJI [14, 15]. 

Analyse d’aire 

Les stacks sont ouverts dans FIDJI et l’aire du domaine d’expression de WUS 

et le diamètre du SAM sont mesurés à l’aide de l’outil de sélection ovale sur 

des projections d’intensité maximale du stack. 

Mesure de courbure de la surface du SAM 

Le canal correspondant au FM4-64 est prétraité dans FIDJI : le signal est 

converti en ‘Fire’ LUT et le bruit de fond est enlevé en relevant les seuils de 
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valeur minimale avec l’outil ‘Lumière/Contrastes’. La mesure de courbure est 

effectuée dans MorphoGraphX (Barbier de Reuille et al., 2015) en suivant les 

recommandations du manuel d’utilisation en adaptant certains paramètres : la 

surface du SAM est reconstruite par la méthode de ‘marching cube surface’ 

(taille de cube : 3 µm). Le signal correspondant aux parois cellulaires est 

projeté sur la surface. La segmentation des cellules est effectuée par une 

sélection manuelle des cellules suivie d’une propagation des labels. La 

courbure gaussienne est ensuite projetée sur la surface (voisinage : 20 µm) 

puis représenté et quantifiée à l’échelle cellulaire grâce à l’outil ‘Heatmap’. 

9. Analyse de l’expression des gènes par hybridation in situ  

L’hybridation in situ est réalisée comme publié précédemment (Porri et al., 

2012). 

Fixation et inclusion des échantillons 

Les plantes sont synchronisées par transition JC/JL. Après deux semaines en 

JL, les SAM sont disséqués en retirant les stades les plus avancés à l’aide 

d’une pince aiguisée et placés immédiatement dans la solution de fixation 

(PBS 1X ; 4% paraformaldéhyde ; pH 7 avec NaOH et H2SO4), sur glace. Les 

échantillons sont infiltrés par vide relatif (-0,5 bar ; 20 min) deux fois en 

changeant la solution de fixation à chaque fois puis incubés sur la nuit en sous 

agitation à 4°C. 

Les échantillons sont ensuite déshydratés par un gradient d’éthanol/solution 

de fixation (0% ; 50% ; 75% ; 87,5% ; 95% ; 100%). Chaque incubation est 

effectuée 1 h 30 en rotation à 4°C. Lors de l’étape à 95% d’éthanol, la solution 

est supplémentée avec 0,1 % d’éosine pour colorer les tissus. Suite au 

gradient, les tissus sont incubés dans un nouveau bain d’éthanol, sur la nuit, 

en rotation. 

L’éthanol est ensuite progressivement remplacé par de l’Histoclear II par 

gradient (0% ; 25% ; 43,8% ; 57,8% ; 68,4% ; 76,3% ; 100%) chaque étape 

durant 1 h, sous rotation, à température ambiante. Les tissus sont finalement 

incubés 1 h sous rotation dans une solution d’Histoclear fraiche. La moitié du 
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volume d’Histoclear est ensuite remplacée par des morceaux de Paraplast 

Plus et l ‘ensemble est incubé à température ambiante sur la nuit. Le Paraplast 

est ensuite fondu à 42°C et plus de Paraplast a été ajouté. Après dissolution 

du Paraplast, les échantillons sont transférés à 56°C et le Paraplast a été 

changé toutes les 8 à 10 h, au moins 5 fois. Les échantillons dans le Paraplast 

sont ensuite placés dans des moules et laissés à température ambiante pour 

solidification. 

Les tissus fixés sont découpés au microtome à une épaisseur de 8µm et 

placés dans un bain d’eau chaude à 42°C. Les sections sont ensuite placées 

sur des lames de verre prétraitées à la polysine et incubées à 42°C pendant 

16 h. 

Synthèse des sondes  

L’ADN plasmidique contenant la séquence de la sonde sous contrôle de 

promoteurs de l’ARN polymérase est linéarisé par digestion sur la nuit puis 

purifié sur colonne de purification d’acides nucléiques (Nucleospin gel and 

PCR clean-up, Macherey-Nagel). La transcription est effectuée avec le kit 

approprié (Promega, T3, T7 ou SP6 RNA-polymerase), selon les 

recommandations du fournisseur, à partir d’1 µg de plasmide linéarisé. La 

transcription se déroule à 37°C pendant 1 heure puis les échantillons sont 

traités à la DNAseI selon les instructions du fournisseur. Les sondes sont 

ensuite purifiées sur colonne (Chroma SPIN +STE-30 ; ClonTech) puis 

hydrolysées dans un tampon carbonate (60 mM Na2CO3 ; 40 mM NaHCO3 ; 

pH 10,2) afin d’obtenir des fragments d’environ 200 nucléotides selon la 

formule : ݐ = ௅ೞ೚೙೏೐−௅೑�೙ೌ೗೐଴,ଵଵ.௅ೞ೚೙೏೐.௅೑�೙ೌ೗೐  
 A la fin de l’hydrolyse les ARNs sont précipités par ajout de 0,2 mg/ml de 

glycogène, 1% d’acide acétique, 300 mM NaOAc et 2 volumes d’éthanol suivi 

d’une incubation 30 min à -80°C et d’une centrifugation à 20 000 g pendant au 

moins 30 min. Les culots sont lavés à l’éthanol 70% et immédiatement 

resuspendus dans un tampon de conservation (10 mM Tris-HCl pH 8; 1 mM 

EDTA pH 8; 50% formamide) et stockés à -20°C. 
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Préparation des tissus  

La cire est retirée des lames par deux bains successifs d’Histoclear pendant 

10 min puis les sections sont réhydratées par des bains successifs d’éthanol 

(100% ; 100% ; 95% ; 90% ; 80% ; 70% ; 50% ; 30% ; 0% ; 0%). Les parois 

cellulaires sont dégradées par une incubation 20 min dans une solution de HCl 

200 mM puis les lames sont lavées (eau puis PBS puis eau) avant d’être 

traitées 30 min à 37°C par une solution de protéinase K (Tris pH8 100 mM ; 

EDTA 50 mM ; protéinase K 1 µg/ml). Les lames sont lavées (PBS puis 

PBS/Glycine (2 mg/ml) puis PBS) pour neutraliser la protéinase K. Les 

sections sont à nouveau fixées dans une solution de PBS/formaldéhyde 3,7% 

pendant 20 min avant d’être lavées au PBS. Les sections sont finalement 

déshydratées par des bains successifs d’éthanol (0% ; 0% ; 30% ; 50% ; 70% ; 

80% ; 90% ; 95% ; 100% ; 100%) et séchées sous vide.  

Hybridation et révélation 

Les sections sont pré-hybridées à 55°C avec le tampon d’hybridation (SSC 

1X ; SDS 3% ; 50% formamide ; 0,1 mg/ml yeast tRNA) dans une boite 

maintenue à 16 h humide par des papiers absorbants imbibés de formamide 

50%. Pour l’hybridation, la sonde est diluée au 1/5ème dans une solution de 

formamide 50% et dénaturée à 75°C pendant 2 min. Ce mélange est ajouté 

au tampon d’hybridation dans un ratio de 1 µl de sonde pure pour 100 µl de 

tampon d’hybridation. Le mélange est incubé sur les sections à 55°C pendant 

16h (100 µl par section).   

Les sections sont enfin lavées dans un tampon de SSC 0.2X / 0.1 % SDS à 

55°C puis dans un tampon SSC 2X pendant 2 min, TBS 1X pendant 5 min puis 

0.5 % de réactif de Boehringer dans 1X TBS pendant 1 h. Les lames sont 

ensuite rincées au TBS 1X /BSA 0,5%. L’incubation avec l’anticorps anti-Dig 

conjugué à la peroxydase alcaline est faite pendant 2 h à température 

ambiante (TBS 1X ; 0,5% BSA ; 1 :1500 anti-Dig-AP). Les lames sont lavées 

(TBS 1X / BASA 0,5% / Triton X-100 0,1%, 3 fois pendant 10 min.) puis rincées 

dans le tampon de détection (100 mM Tris pH 9,6 ; 100 mM NaCl ; 50 mM 

MgCl2) pendant 15 min. La révélation se fait dans le tampon de détection 

supplémenté par 1,6% v/v de BCPIP et 2,2% v/v de NBT, à l’obscurité pendant 
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4 à 24 h. La réaction est stoppée par ajout d’eau pure. Les lames sont ensuite 

montées dans 50% glycérole. 

10. Microscopie électronique 

Les apex sont disséqués juste avant observation et placés rapidement sur un 

support conducteur adhésif à base de graphite. Les échantillons sont observés 

sur un microscope électronique à balayage FEI Quanta 250 en mode 

environnemental avec une tension de 14 kV. La pression est fixée entre 700 

et 550 Pa, pour une température entre 1°C et 2°C, en fonction de la résistance 

des échantillons à la dessiccation. 

II. Production et caractérisation des protéines in vitro 

1. Production de protéines recombinantes 

Constructions de plasmides permettant l’expression de protéines recombinantes 

La séquence codante de RAX1 dans pHC03 a subi une mutation silencieuse 

avec les amorces oGD03 et oGD04 pour enlever le site de restriction interne 

NcoI, produisant pGD01, à partir duquel RAX1 a été amplifié par des amorces 

rajoutant des sites de restriction NcoI et NotI : la forme complète de RAX1 

(RAX1full) a été amplifiée avec les amorces oGD01 et oGD02, le domaine Myb 

(RAX1myb) a été amplifié avec les amorces oGD01 et oGD05 (Tableau MM 2).  

Tous les amplicons ont été sous-clonés dans pCR®-Blunt (ThermoFisher) puis 

transférés entre les sites NcoI et NotI des vecteurs d’expression pETM11 ou 

pETM41 (EMBL). La forme complète de RAX1 a été clonée dans pETM41, en 

fusion avec 6 histidines et le domaine de liaison au maltose MBP (pGD19). Le 

domaine Myb de RAX1 a été cloné dans pETM11, en fusion avec 6 Histidines 

(pGD14). La séquence codant pour WUS a été clonée dans pETM41 avant le 

présent travail (pETH259). 
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Cultures bactériennes et induction de la production de protéines recombinantes 

Des bactéries Escherichia coli compétentes de souche Rosetta 2 sont 

transformées avec ~300 ng de plasmide, étalées sur milieu LB solide avec les 

antibiotiques nécessaires et cultivées sur la nuit à 37°C. Une colonie est 

ensuite transférée dans 15 ml de LB liquide et cultivée pendant 3 h avant d’être 

transférée dans 1 L de milieu. Lorsque la culture atteint une DO de 0,8 à 600 

nm, 2 mM de bétaïne sont ajoutés pour prévenir la dégradation des protéines 

produites et la culture est refroidie à 17°C. La production de protéines est alors 

induite par ajout de 0,4 mM d’IPTG. Elle se poursuit pendant 16 h à 17°C. 

Purifications des protéines sur colonne 

500 ml de culture cellulaire sont récoltés par centrifugation à 13 000 g pendant 

30 min. Les cellules sont resuspendues dans 50 ml de tampon de solubilisation 

contenant une tablette de cOmplete™ EDTA-free protease inhibitor (Sigma-

Aldrich) puis lysées par sonication. La fraction soluble du lysat est extraite par 

centrifugation à 13 000 g pendant 40 min et chargée sur colonne de Nickel-

Sepharose - permettant l’adsorption des répétitions d’histidine - préalablement 

équilibrée dans le tampon de solubilisation. La colonne est lavée avec 20 

volumes de tampon de solubilisation supplémenté avec 20 mM d’imidazole. 

L’élution est réalisée dans 3 volumes de tampon de solubilisation supplémenté 

avec 300 mM d’imidazole. L’éluât est ensuite dialysé dans au moins 60 

volumes de tampon de solubilisation pendant 16 h à 4°C. Les tampons de 

solubilisation utilisés sont : tampon RAX1myb-His (Tris-HCl 20 mM ; pH 8 ; 

TCEP 1 mM), tampon RAX1full-MBP (Tris HCl 20 mM ; pH 8 ; NaCl 500 mM; 

TCEP 1mM) et tampon WUS (Tris HCl 20 mM ; pH 8 ; NaCl 100 mM; TCEP 

1mM). 

2. Protein-binding micro-array 

Le protein-binding micro-array (PBM) a été réalisé sur la protéine RAX1 

entière fusionnée au MBP (pGD19) comme décrit précédemment (Godoy et 

al., 2011). Cette expérience a été réalisée par des collaborateurs au CNB 

Madrid. Brièvement, la protéine est hybridée sur une puce ADN double brin 

présentant toutes les combinaisons de 11 nucléotides. Les brins d’ADN étant 
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fusionnés au Cy5, ils émettent de la fluorescence à 635 nm. Après trois 

lavages au tampon phosphate salin - Tween (PBS-T) les lames sont hybridées 

avec un anticorps primaire polyclonal anti-MBP (Abcam). Après une seconde 

étape de lavage, les lames sont hybridées avec un anticorps secondaire 

fusionné à une molécule fluorescente dans le vert (DyLight 549 ; Pierce). Les 

lames sont ensuite scannées pour la fluorescence à 635 nm et à 549 nm 

correspondant à la présence d’ADN et de protéine marquée respectivement. 

Le rapport de fluorescence vert/rouge permet ensuite de déterminer les 

séquences liées par la protéine. L’alignement des séquences liées a permis 

de construire une matrice de fréquence représentant un modèle statistique de 

l’affinité de RAX1 pour l’ADN (pour une revue, voir (Stormo, 2013)). 

3. Gels retards 

Hybridation et marquage des sondes 

Les sondes sont synthétisées à partir d’oligonucléotides complémentaires 

simple brin. 10 µM de chaque brin est mélangé dans du tampon d’hybridation 

(10 mM Tris HCl pH 7,5 ; 150 mM NaCl ; 1 mM EDTA) et chauffé à 95°C 

pendant 3 min puis le mélange est refroidi doucement à température ambiante. 

Le marquage des sondes est effectué par l’ajout d’une cytosine marquée sur 

la guanine dépassante d’un des brins de la sonde. 0,2 µM de sonde hybridée 

sont mélangés à 0,4 µM de Cy5-dCTP (Sigma-Aldrich), la ligation est effectuée 

avec le fragment de Klenow de l’ADN polymérase (New England Biolabs) dans 

le tampon approprié pendant 1 h à 37°C à l’obscurité. 

Electrophoretic Mobility Gel Shift Assay (EMSA) 

Pour les EMSAs, un mélange est préparé contenant le tampon de liaison, de 

l’ADN compétiteur (de sperme de hareng) et la sonde marquée à 10 nM dans 

un volume final de 20 µL. La protéine est ajoutée en dernier au mélange. Le 

mélange est incubé 15 min sur glace puis chargé dans un gel d’acrylamide 

non dénaturant de 6 à 8% ou dans un gel d’agarose 2%. L’électrophorèse est 

typiquement effectuée à 90 V pendant 1 h 15 dans du TBE 0,5 X. Typiquement 

28 mg/ml d’ADN compétiteur ont été utilisé. Les tampons de liaison utilisés 
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sont les suivants : pour RAX1full-MBP, tampon Promega1 (Tris-HCl 10 mM, pH 

7,5 ; NaCl 50 mM ; MgCl2 1 mM ; DTT 1 mM ; EDTA 0,5 mM ; glycérol 4%) ; 

pour RAX1myb-His, tampon Sheng (Tris-HCl pH 7,5 50 mM ; NaCl 10 mM ; 

ZnCl2 0,05 mM ; Triton X-100 0,01% ; albumine sérique bovine (BSA) 20 

µg/ml ; DTT 1 mM ; glycérol 10%) et pour WUS-MBP, tampon Eugenio (10 mM 

acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique (HEPES) pH 7,2 ; 

spermidine 1 mM ; EDTA 14 mM ; acide 3-[(3-

cholamidopropyl)diméthylammonio]-1-propane sulfonique (CHAPS) 0,25% ; 

tris(2-carboxyethyl)phosphine-HCl (TCEP) 3 mM ; BSA 30 µg/ml; glycérol 

3%). La fluorescence est mesurée sur l’imageur ChemiDoc™ (BioRad). 

III. Méthodes bio-informatiques 

1. Analyse des données de transcriptomiques 

Librairie et séquençage 

La construction des librairies et le séquençage ont été effectués par la 

plateforme transcriptomique POPS (IPS2). Les ARNs sont fragmentés a 

~300pb, les librairies sont construites en utilisant le kit TruSeq® Stranded 

(Illumina) et le séquençage a été effectué en paired-end sur un HiSeq2000 

(Illumina) avec des reads de 100pb. Les reads sont nettoyés pour retirer les 

séquences de basse qualité ou trop courtes et les séquences dupliquées. Les 

reads correspondants aux ARN ribosomaux sont retirés et les séquences des 

adapteurs retirées de l’extrémité des reads. Entre 26,4 et 37,3 millions de 

reads propres ont été générés par librairie. Les reads sont localisés sur le 

génome d’Arabidopsis (TAIR10) en utilisant HISAT2 (v2.0.4) (Kim et al., 2015) 

en autorisant de 200 à 400 paires de bases entre paires de read. Une fois 

localisés, les reads sont filtrés en utilisant un seuil de 30 pour la qualité 

(correspondant à une confiance de localisation de 0 ,999) en utilisant 

SAMTools (Li et al., 2009). Les reads sont dénombrés dans chaque intron 

avec HTSeq-count (Anders et al., 2015). 
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Analyse des gènes différentiellement exprimés 

L’analyse des gènes différentiellement exprimés (DEG) est effectuée avec 

EdgeR (Annexe 3). Les gènes comptabilisant moins d’un read par million de 

reads totaux dans moins de librairies que de nombre de réplicats sont retirés 

des jeux de données en raison de leur faible impact sur la variation globale. 

Le nombre de reads dans chaque librairie a été normalisé par la méthode de 

TMM (trimmed means of M-values) et les DEG ont été déterminés par un 

modèle GLM (Generalized linear model) multiparamétrique afin d’identifier les 

gènes répondant à l’interaction génotype:traitement, en utilisant un test de 

rapport de probabilités (Likelihood ratio test ; LRT) (Robinson and Smyth, 

2007; Robinson et al., 2010; McCarthy et al., 2012; Zhou et al., 2014). Les p-

values obtenues sont corrigées par la méthode de Benjamini-Hochberg et les 

gènes ayant un taux de fausse découverte (FDR) inférieur à 1.10-2 sont 

considérés comme différentiellement exprimés. 

Les termes d’ontologie de gènes enrichis dans le jeu de données ont été 

déterminés par un test hypergéométrique sur la plateforme ThaleMine 

(Krishnakumar et al., 2015). 

2. Détermination in silico des sites de liaison à l’ADN des facteurs 

de transcription 

Matrices avec dépendances 

La prédiction des sites de liaison à l’ADN à partir de matrices de fréquences 

comportant des dépendances entre différentes positions (e.g. LFY) est faite 

grâce au programme MORPHEUS (Minguet et al., 2015). Une matrice de 

poids-position (PWM) est générée à partir de la matrice de fréquence en 

attribuant à chaque nucléotide ݊ à chaque position ݅, un poids �ሺ௡,௜ሻ calculé 

comme le logarithme népérien de la fréquence ሺ݂௡,௜ሻ du nucléotide ݊ à la 

position ݅  par rapport à la fréquence ݂ ሺ௠௔�,௜ሻ de la base la plus fréquente à cette 

position :  �ሺ௡,௜ሻ = ln ௙ሺ೙,�ሻ௙ሺ೘ೌ�,�ሻ  
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La qualité globale d’un site de liaison ௝ܵ est alors déterminée comme le score 

correspondant à la somme des contributions de chaque position de la 

séquence : ܵ�݁ݎ݋( ௝ܵ|�) =  ∑ �ሺ௡,௜ሻ ∙ ௝ܵ ሺ௡,௜ሻ   

Cette méthode de calcul donne un résultat qui est l’opposé de l’énergie relative 

de liaison décrite par Berg et Von Hippel (Berg and von Hippel, 1987a). Le 

score ainsi obtenu est compris entre le score minimal de la matrice, soit la 

séquence la plus coûteuse énergétiquement, et 0, soit la séquence minimisant 

l’énergie de liaison.  

Matrices sans dépendances 

La prédiction des sites de liaison des facteurs dont la matrice ne contient pas 

de dépendance est faites grâce au module Biopython pour python 2.7 (Cock 

et al., 2009) (Annexe 4). La matrice construite est une matrice de probabilité 

calculée comme le logarithme de la fréquence ݂ሺ݊, ݅ሻ de la base ݊   à la position ݅ sur la probabilité de ce nucléotide dans la séquence: �ሺ௡,௜ሻ = ln ௙ሺ௡,௜ሻ௉೙   

Le score est déterminé comme précédemment. Le seuil de score considéré 

comme significatif est déterminé comme étant le score pour lequel 

l’information �ሺ௡,௜ሻcontenue dans la matrice est égale au négatif du log de 

l’erreur de type I, comme utilisé pour le programme PATSER (Hertz and 

Stormo, 1999).  

Occupation prédite 

La probabilité pour un facteur de transcription d’occuper une séquence est 

calculée comme décrit pour le programme GOMER (Granek and Clarke, 2005) 

(Annexe 4). Le score déterminé par la matrice étant proportionnel à l’énergie 

libre de liaison (∆ܩ = ܴ. ܶ.  il est possible de ,(Stormo and Fields, 1998) (݁ݎ݋�ݏ

déterminer la constante de dissociation du facteur sur le motif d’ADN comme : �ௗ = ݁− ∆ಸ�.�    ⇔  �ௗ = ݁−௦௖௢௥௘  
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La probabilité que le facteur soit lié à ce motif est donc calculée 

comme l’équilibre : 

௜ܲ = [��]௄೏,�.[��]  
La concentration du facteur de transcription étant inaccessible in vivo, elle 

est fixée comme une constante déterminée comme le �ௗ de la protéine pour 

un site de liaison optimal. Il en résulte une probabilité de liaison de 0,5 pour 

le site optimal. La probabilité de liaison sur la séquence est calculée comme 

l’inverse du produit des probabilités du facteur de ne pas être lié à chaque 

motif rencontré : 

௢ܲ௖௖ = ͳ − ∏ ሺͳ − ௜ܲሻ ௜=ଵ   

Il est à noter que contrairement au calcul de l’occupation prédite (pOcc) 

effectué par MORPHEUS qui calcule le nombre de molécules liées, cette 

méthode calcule la probabilité (entre 0 et 1) du facteur de transcription d’être 

lié à la séquence. Pour MORPHEUS : ܱ݌�� =  ∑ ௜ܲ ௜=ଵ   

3. Analyse des données de ChIP-seq et d’état chromatinien 

Les données de ChIP-seq sur LFY et LFYTERE (GSE64245 ; Sayou et al., 

soumis) obtenues sur des échantillons de plantules (Col) de 15 jours ont été 

comparées à des données de DNAse-seq obtenues dans des échantillons de 

plantules (Col) de 14 jours (GSE34318 ; (Zhang et al., 2012)). Les analyses 

ont été réalisées sous Python 2.7 grâce à la librairie pybedtools (Dale et al., 

2011), basée sur la suite de BEDTools (Quinlan and Hall, 2010). Les 

opérations de conversion et de transformation des fichiers BED, WIG, bigWig, 

bigBed et bedGraph ont été réalisées grâce aux outils développés par UCSC 

Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/). 

Les informations contenues dans les fichiers WIG ou bedGraph sont 

récupérées pour chaque région liée dans le ChIP LFY grâce au sous-

programme ‘intersect’ de BEDTools (options –wa –wb). La réduction de 

couverture �ܴܨ entre le ChIP LFY et LFYTERE est calculé comme : 

https://genome.ucsc.edu/
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ܴܨ� =  ௦௜௚௡௔௟�ಷ�௦௜௚௡௔௟�ಷ��ಶ�ಶ  

Pour les régions où la couverture extrêmement faible du LFYTERE donne des 

valeurs de �ܴܨ artificiellement hautes ou proches de l’infinie, le �ܴܨ a été 

borné arbitrairement à 3000. 

Les représentations graphiques sont faites avec les librairies matplotlib et 

seaborn, les analyses statistiques ont requis l’utilisation de la librairie SciPy. 
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CONCLUSION & DISCUSSION 

Au cours de ce travail nous avons pu montrer que LFY est impliqué dans la 

mise en place des FM, en partie via la régulation de RAX1 (Chahtane et al., 

2013; Denay et al., 2017 et Article 2). Nous avons montré que RAX1 agissait 

sans doute à la fois sur les propriétés des parois cellulaires et sur la boucle 

régulatrice CLV/WUS. Dans la deuxième partie de ce travail nous avons mis 

en évidence le rôle du domaine N-terminal de LFY. Ce domaine permet 

l’oligomérisation de la protéine et lui permet de lier des régions fermées de la 

chromatine (Sayou et al., 2016). Puisque LFY interagit avec les remodelleurs 

chromatiniens SYD et BRM, il est probable qu’il ait un rôle de facteur pionnier 

(Wu et al., 2012). Ces résultats ayant déjà été discutés dans les différentes 

parties, nous discuterons ici brièvement de leurs implications potentielles dans 

le développement des fleurs. Dans quelle mesure l’oligomérisation est-elle 

importante pour la mise en place des FM ? Quel est le rôle spécifique de LFY 

dans la formation des FM ? Nous discutons ici quelques hypothèses basées 

sur le travail présenté ici et sur la littérature existante. 
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Rôle de l’oligomérisation de LFY pour l’activation des gènes cibles 

Alors que la sur-expression de LFY induit la formation précoce de nombreux 

FM à l’aisselle des feuilles de rosette, la sur-expression de LFYTERE (incapable 

d’oligomériser) ne provoque pas ce phénotype. L’oligomérisation de LFY 

semble donc importante pour l’initiation des FM. D’une manière cohérente, des 

boucles d’ADN peuvent être détectées entre les sites de fixation de LFY au 

locus RAX1 (V. Conn, communication personnelle). Cela indique que LFY 

pourrait oligomériser entre les différents sites de liaison à l’ADN et former des 

boucles, potentiellement importantes pour la dynamique chromatinienne et 

l’expression des gènes cibles (Mendes et al., 2013; Cao et al., 2014).  

Rôle de LFY dans la mise en place des FM 

Les gènes impliqués dans la mise en place des FM et des LSM sont très 

conservés dans les deux processus, indiquant une similarité de mécanismes. 

La différence majeure entre ces deux processus est l’expression de LFY dans 

les FM. LFY joue un rôle dans les processus floraux de répression de la 

bractée et d’initiation immédiate du méristème non-quiescent (Norberg et al., 

2005 et Article 2). De plus, chez les mutants lfy les fleurs sont remplacées par 

des structures rappelant une inflorescence secondaire, sous-tendue par une 

feuille et à la symétrie spiralée (Norberg et al., 2005; Chandler and Werr, 

2014). Ainsi, comme il l’a déjà été proposé il est tentant de spéculer que la 

formation d’une feuille portant un méristème d’inflorescence est le programme 

‘par défaut’. LFY provoquerait alors la conversion de cette structure en une 

fleur. 

La fleur, une suite de transitions développementales 

La formation d’une fleur constitue donc une suite de transitions 

développementales régulés par des modifications de la chromatine. Le 

maximum d’auxine déclenche l’activation des ARF et le recrutement des 

remodelleurs SYD et BRM. Ce processus déclenche l’activation des 

programmes de développement de l’entre-nœud : croissance de la feuille et 

développement d’un LSM. Lorsque les conditions externes et internes le 

permettent, l’activation des ARFs entraîne également l’expression de LFY. 
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LFY peut lui aussi recruter les remodelleurs SYD et BRM et entraîne alors la 

conversion de l’entre-nœud en structure de type floral par la répression de la 

croissance de la feuille (bractée) et la modification de la phyllotaxie de l’AM. 

LFY active également l’expression des MADS-box TF qui permettent la 

stabilisation de l’identité florale et, toujours via le recrutement de SYD et BRM, 

la détermination de l’identité des différents organes floraux et leur 

développement. 
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ANNEXE 3 : EDGER SCRIPT 
 
#!/usr/bin/env Rscript 
 
# Script is largely taken from the EdgeR training made by Etienne Delannoy and Marie-
Laure Martin-Magniette 
 
library(edgeR) 
 
setwd("D:/Charmfull_RAX1_RNAseq_project/") 
 
# threshold for FDR control 
alpha=0.001 
 
# ReadDGE to import count table form mutliple files 
dFull <- 
readDGE(c("46_M1","46_M2","46_M3","46_D2","46_D3","46_D4","48_M1","48_M2","48_M3","48
_D2","48_D4","48_D5"),  
                 path="./Count_tables",  
                 #s=c(1,2),  
                 
group=c("46M","46M","46M","46D","46D","46D","48M","48M","48M","48D","48D","48D"))  
 
write.table(dFull$samples, "./DE_analysis/tag_number.csv", sep="\t") # outputs library 
size 
 
# Filtering genes that have less than 1 count per million and are expressed in less 
than 3 librairies (because 3 rep) 
keep <- rowSums(cpm(dFull)>1) >= 3   
d <- dFull[keep, , keep.lib.sizes=FALSE] 
write.table(dFull$samples, "./DE_analysis/filtered_tag_number.csv", sep="\t") # prints 
lib.size table after filtering 
 
# TMM normalization 
d <- calcNormFactors(d) # Pairwise TMM normalization, each library is weighted for 
total counts 
write.table(dFull$samples, "./DE_analysis/normalized_tag_number.csv", sep="\t") # 
prints normalization factors 
 
# Plotting multi dimensional scaling plot to see sample similiraties 
pdf("./DE_analysis/MDS.pdf") 
plotMDS(d, method="bcv", col=as.numeric(d$samples$group)) 
legend("bottomright", as.character(unique(d$samples$group)), col=1:3, pch=20) 
dev.off() 
 
# Design matrix 
target <- read.table("./Count_tables/design_matrix.txt", header=TRUE) #import design 
matrix 
target$factor1 <- relevel(target$factor1, ref="GD48") # set GD48 as ref 
target$factor2 <- relevel(target$factor2, ref="control") # set control as ref 
d$design <- model.matrix(~ factor1 + factor2 + factor1:factor2, data=target) # setting 
multifactor design 
 
# estimating dispersions 
d <- estimateGLMCommonDisp(d, d$design) 
d <- estimateGLMTrendedDisp(d, d$design) 
d <- estimateGLMTagwiseDisp(d, d$design) 
 
# BCV plot 
pdf("./DE_analysis/BCV.pdf") 
plotBCV(d,"GLM multifactor design") 
dev.off() 
 
# statistical testing using GLM test 
# fit genewise glms 
fit <- glmFit(d, d$design) 
colnames(fit$design)  
 
## conduct likelihood ratio test for the treatment effect  
##(coefficient = 4) :  
lrt <- glmLRT(fit, coef=4) 
 
# display the top ten differentially expressed tags 
cat("\nthe top ten differentially expressed tags :\n") 
print(topTags(lrt,n=10,adjust.method="BH")) 



 

- 210 - 
 

 
# display the total number of differentially expressed genes at FDR < alpha (here alpha 
= 0.05) 
de <-  decideTestsDGE(lrt, adjust.method="BH", p.value=alpha) 
cat("\nResults of the differential analysis for a FDR control at 0.05\n") 
cat(paste("Number of differentially expressed genes: ",length(which(de[,1]!=0))),"\n") 
cat(paste("Number of down-regulated differentially expressed genes: 
",length(which(de[,1]==-1))),"\n") 
cat(paste("Number of up-regulated differentially expressed genes: 
",length(which(de[,1]==1))),"\n") 
 
# p-values histogram 
pdf("./DE_analysis/pval.pdf") 
hist(lrt$table$PValue, breaks=150, col="skyblue", border="slateblue", 
main="Distribution of raw p-values_GLMTest_edgeR",xlab="raw p-value", las=1) 
dev.off() 
 
# Plot fold changes 
pdf("./DE_analysis/DE_plot.pdf") 
detags <- rownames(d)[as.logical(de)]  
plotSmear(lrt, de.tags=detags) 
abline(h = c(-2, 2), col = "blue") 
dev.off() 
 
# Saving results as table 
result <- topTags(lrt, n=nrow(lrt$table), adjust.method = "BH", sort.by="logFC") 
write.table(result, "./DE_analysis/DE_analysis.txt", sep="\t") 
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ANNEXE 4 : BIOPYTHON SCRIPT 
 
#!/usr/bin/env python 
# coding: utf-8 
 
""" 
Wrapper script for BioPython allowing scanning of sequences with a matrix,  
Pocc calculation abd standard results output. 
Can also runs as a script. 
REQUIRES Biopython and seaborn 
Outputs a summary file for each sequence 
        a summary file with best score and pOcc for every AGI 
        a bedgraph file with all the motifs found  
""" 
 
### IMPORTS ################################################################### 
from Bio import SeqIO, motifs, Seq 
from Bio.Alphabet import IUPAC 
import re, copy, argparse, os 
from math import exp 
import numpy as np 
import seaborn as sns 
import matplotlib.pyplot as plt 
import random 
 
######## USER CONSTANTS### #################################################### 
# Background frequencies 
#These were inferred from the total sequences of TAIR10: 
# upstream_3000bp + genomic + downstream_3000bp 
BASE_FREQUENCY = {'A': 0.310, 'C': 0.190, 'G': 0.190, 'T': 0.310} # seq base frequency 
 
 
class Score(object): 
    """Stores information relative to a single score""" 
    def __init__(self, val, posInSeq, posInGenome, strand, motifMatch): 
        self.score = val 
        self.pos = posInSeq 
        self.genomePos = posInGenome 
        self.strand = strand 
        self.motif = motifMatch 
     
    def toString(self): 
        """called by ScoreRecord.__str__""" 
        return "%s\t%s\t%s\t%s" %(self.score, self.strand, self.genomePos, self.motif) 
         
    def __str__(self): 
        return("""score:            %s\nposition:         %s\ngenomic position: 
%s\nstrand:           %s\nmotif:            %s""" %(self.score, self.pos, self.genomePos, 
self.strand, self.motif)) 
         
         
class ScoreRecord(dict): 
    """Simple class to score a sequence and keep the results. 
    Provide link to the PSSM and the SeqRecord. 
    Inherits from dict, individual scores can be accessed by positions.  
    """ 
    def __init__(self, pssm, seqRecord): 
        """Constructor method. 
        Takes a Bio.motifs.PSSM object and a Bio.SeqRecord object as arguments. 
        Computes scores with forward and reverse complement matrix ad keeps the best 
score a t each position.""" 
        # Checking that the arguments are valid 
        try:         
            assert isinstance(pssm, motifs.matrix.PositionSpecificScoringMatrix) 
            assert isinstance(seqRecord, SeqIO.SeqRecord) 
        except AssertionError: 
            raise ValueError('ScoreRecord constructor was called with illegal 
arguments') 
        # Initializing attributes 
        self.pssm = pssm 
        self.seqRecord = seqRecord 
        # changing Seq alphabet format 
        seqRecord.seq.alphabet = IUPAC.unambiguous_dna 
        # calculating scores 
        self.fScores = pssm.calculate(seqRecord.seq) 
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        # calculating reverse complement scores 
        self.rScores = pssm.reverse_complement().calculate(seqRecord.seq) 
        for i in xrange(len(self.fScores)): 
        # Selecting max score for each postion and getting strandness 
            score, strand = max((self.fScores[i], '+'), (self.rScores[i], '-')) 
            # getting genomic position 
            genPos = ScoreRecord.getGenomicPosition(seqRecord, i+1) 
            self[i+1] = Score(score, i+1, genPos, strand, 
seqRecord.seq[i:i+pssm.length]) 
        self.threshold = None 
             
    def __str__(self): 
        out = 'pos\tscore\tstrand\tgenomicPos\tmotif\n' 
        for key in self: 
            out += str(key) + '\t' + self[key].toString() + '\n' 
        return out 
         
    def write(self, path): 
        """Writes itself to a file. 
        returns path""" 
        makeFolders(os.path.dirname(os.path.abspath(path)))  
        with open(path, 'w') as out: 
            out.write('# Sequence: %s\n# Score threshold: %s\n' %(self.seqRecord.id, 
self.threshold)) 
            out.write(self.__str__()) 
        return path 
     
    def filterScore(self, threshold, inplace = False): 
        """Filter raw scores based on score threshold. 
        returns a new instance of ScoreRecord unless inplace is True 
        """ 
        if inplace: 
            for key, val in self.items(): 
                if val.score < threshold: 
                    del(self[key]) 
            self.threshold = threshold 
            return 
        else: 
            new = copy.copy(self) 
            new.filterScore(threshold, inplace = True) 
            return new 
             
    @property         
    def bestScore(self): 
        """returns the best score""" 
        bestScore = Score(self.pssm.min, 0, '', '', '') 
        try:      
            for score in self.values(): 
                if score.score > bestScore.score: 
                    bestScore = score 
            return bestScore 
        except ValueError: 
            return bestScore 
 
    @property     
    def pOcc(self, concentration = None): 
        """Calculates the probability of occupancy of the sequence form calculated 
scores 
        Based on GOMER algoritm, does not account for competition/cooperation of the 
TF. 
        concentration : (float) defaults to the Kd for optimal site (as in GOMER) 
        return probability of binding (float)""" 
        # get [TF] 
        if not concentration: 
            concentration = ScoreRecord.calcKd(self.pssm.max) 
        p = 1 
        # for every score in record 
        for score in self.values(): 
            # increment pNotBound 
            p *= ScoreRecord.pNotBound(concentration, score.score) 
        # pBound is 1-pNotBound 
        return 1 - p   
     
    @staticmethod 
    def pNotBound(concentration, score): 
        """Calculates probability of the factor not being bound on a motif 
        concentration: float, TF concentration 
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        score: float, score for the motif 
        return p: float""" 
        return 1 - (concentration / (concentration + ScoreRecord.calcKd(score))) 
         
    @staticmethod     
    def calcKd(score): 
        """Calculates Kd from a score 
        return Kd, float""" 
        return exp(-score)  
     
    @staticmethod     
    def getGenomicPosition(seqRecord, posInSeq): 
        """Gets the genomic position corresponding to the position in sequence form the 
description of SeqRecord. 
        return string chrN:startPos-endPos. The length is always 1. 
        """ 
        try: 
            chr, start = re.split('\W+', seqRecord.description)[1:3] 
            pos = int(start) + posInSeq 
            return '%s:%s-%s' %(chr, pos, pos+1) 
        except ValueError: 
            return  
 
class ScoreCollection(dict): 
    """A collection of ScoreRecords, built with a matrix and a sequence dictionnary""" 
    def __init__(self, pssm, seqDict, threshold = None): 
        """Constructor method 
        Creates a ScoreRecord for each sequence in the dictionnary 
        Calculates pOcc and BestScore automatically""" 
        for seq in seqGenerator(seqDict): 
            self[seq.id] = ScoreRecord(pssm, seq) 
 
    def applyThreshold(self, threshold): 
        """Filter scores under threshold across all ScoreRecords 
        Filters in place !""" 
        for sc in self.values(): 
            sc.filterScore(threshold, inplace = True) 
         
    def writeSummary(self, path, bestScore = True, pOcc = True): 
        """Writes the best score and pOcc of each sequence in a file 
        collection: iterable of ScoreRecords 
        can toggle bestScore and pOcc on or off  
        path: path output file 
        return path""" 
        makeFolders(os.path.dirname(os.path.abspath(path)))  
        header = "id" 
        if bestScore:  
            header += "\tbestScore\tpos" 
        if pOcc: 
            header += "\tpOcc" 
        header += "\n" 
        with open(path, 'w') as out: 
            out.write(header) 
            for sc in self.values(): 
                line = sc.seqRecord.id 
                if bestScore : 
                    line += "\t" + str(sc.bestScore.score) + "\t" + 
str(sc.bestScore.pos) 
                if pOcc : 
                    line += "\t" + str(sc.pOcc) 
                out.write(line + "\n")  
        return path 
     
    def writeBedGraph(self, path):  
        """Writes an unsorted bedGraph file with all sites 
        path: path output file 
        return path""" 
        makeFolders(os.path.dirname(os.path.abspath(path)))  
        with open(path, 'w') as out: 
            out.write("track type=bedGraph\n") 
            for sc in self.values(): 
                for score in sc.values(): 
                    if score.genomePos: 
                        chrom, start, stop = re.split('\W+', score.genomePos) 
                        out.write(chrom + '\t' + start + '\t' + stop + '\t' + 
str(score.score) + '\n')    
        return path 
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    def pOccDistribution(self, fileName): 
        """Plots a kernel density estimate of pOcc distribution""" 
        ScoreCollection._kdePlot(self._pOccList, fileName) 
         
    def scoreDistribution(self, fileName): 
        """Plots a kernel density estimate of pOcc distribution""" 
        ScoreCollection._kdePlot(self._scoreList, fileName) 
         
    def writeScoreFiles(self, folder): 
        """Write one file per sequence with all the scores""" 
        makeFolders(os.path.dirname(os.path.abspath(folder)))  
        for sc in self.values(): 
            path = os.path.join(folder, sc.seqRecord.id + '.txt') 
            sc.write(path) 
     
    @property 
    def _pOccList(self): 
        l = [sc.pOcc for sc in self.values()] 
        return np.nan_to_num(np.array(l)) 
         
    @property 
    def _scoreList(self): 
        l= [s.score for sc in self.values() for s in sc.values()] 
        return np.array(l) 
         
    @staticmethod    
    def _kdePlot(data, fileName): 
        # create forlders 
        makeFolders(os.path.dirname(os.path.abspath(fileName)))         
        # plot 
        plt.clf() 
        sns.set(style="white", palette="muted", color_codes=True) 
        ax = sns.kdeplot(data, shade = True, color = "g", linestyle = '-') 
        ax.set(xlabel = 'pOcc', ylabel = 'density', yticklabels=[]) 
        sns.despine(left=True) 
        plt.savefig(fileName) 
         
 
####### MATRIX PROCEDURES ##################################################### 
def loadMatrix(file): 
    """Load a matrix from a JASPAR formatted file. 
    Returns PSSM object.""" 
    # Loading matrix from file 
    with open(file) as f: 
        m = motifs.parse(f, "jaspar")[0] 
    # Conversion to pwm and then to pssm 
    pwm = m.counts.normalize(pseudocounts = BASE_FREQUENCY) 
    pssm = pwm.log_odds(BASE_FREQUENCY) 
    return pssm 
     
def getThreshold(pssm, method = 'fpr', val = 0.01): 
    """Gets the threshold for a given matrix. 
    method: str of fpr, fnr, balanced or patser, see BioPython doc 
    val: float or int, value associated with the method chosen 
    return threshold (float)""" 
    # calculate score distibution  
    distribution = pssm.distribution(background = BASE_FREQUENCY, precision = 10**4) 
    # return threshold 
    if method == 'patser': 
        return distribution.threshold_patser() 
    elif method == 'fpr': 
        return distribution.threshold_fpr(val) 
    elif method == 'fnr': 
        return distribution.threshold_fnr(val) 
    elif method == 'balanced': 
        return distribution.threshold_balanced(val) 
    else: 
        raise ValueError 
         
### FASTA PROCEDURES ##########################################################   
def loadFasta(fileList, identifiers, shuffle = False): 
    """Reconstruct sequences for identifiers across mutliple files. 
    search for the Agi in the files provided and append the sequences in the order of 
the list. 
    fileList: ordered list of fasta files with sequences. Can provide single file as 
string 
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    identifiers: identifier list. Only identifiers in this list will be extracted from 
fasta files 
    return SeqRecord dictionnary with identifiers as keys 
    """     
    # Checking file input format 
    if type(fileList) == str:  
        fileList = [fileList] 
    # Initializing output dictionnary 
    newDict = {} 
    # Load all sequences as a dictionnary 
    for f in fileList: 
        with open(f, 'rU') as handle: 
            seqDict = SeqIO.to_dict(SeqIO.parse(handle, 'fasta')) 
            for agi in identifiers: 
                try: 
                    if newDict.has_key(agi): 
                        newDict[agi].seq += seqDict[agi].seq 
                    else: 
                        newDict[agi] = copy.deepcopy(seqDict[agi]) 
                except KeyError: 
                    print "Warning: identifier %s not in file %s" %(agi, f) 
    # Creating shuffled sequences 
    if shuffle: 
        for agi, seq in newDict.items(): 
            newDict[agi] = shuffleSeq(seq) 
    return newDict 
     
def seqGenerator(fastaDict): 
    """Yields seqRecords contained in a dict""" 
    for agi in fastaDict: 
        yield  fastaDict[agi] 
         
def loadAgi(agiFile): 
    """Loads a list of identifiers from a line separated file 
    reurn list of agi""" 
    return [agi.strip() for agi in open(agiFile, 'rU').readlines()] 
     
def shuffleSeq(seq): 
    """Shuffles nucleotides in a SeqRecord object 
    return shuffled SeqRecord object""" 
    l = list(seq.seq) 
    random.shuffle(l) 
    newSeq = Seq.Seq(''.join(l), IUPAC.unambiguous_dna) 
    return SeqIO.SeqRecord(newSeq, id= seq.id + '_shuffled', name = seq.name + 
'_shuffled', description = seq.description) 
 
### MAIN PROCEDURE ############################################################ 
def makeFolders(directory): 
    """Creates folders if needed""" 
    if not os.path.exists(directory): 
        os.makedirs(directory) 
         
def main(matrixFile, fastaFile, targetFile, outputFolder, thresholdMethod = 'patser', 
thresholdValue = None): 
    """Analyze mutliple sequence 
     
    matrixFile: path to the file containing the matrix information in JASPAR format 
    fastaFile: path to the file containing sequences in fasta format, a list of files 
can be provided 
    targetFile: line delimited file with target identifiers 
    outputFile: path to output folder, not file ! 
    thresholdMethod: {'patser', 'fpr', 'fnr', 'balanced', 'value', 'none'} 
            see biopython documentation 
            value allows user-defined threshold 
            none does not filter scores 
    thresholdValue: value associated to threshold calculation method (see biopython) 
    """ 
    # Asserting threshold arguments 
    if thresholdMethod not in ['patser', 'fpr', 'fnr', 'balanced', 'value', 'none']: 
        raise ValueError('Illegal threshold method: %s' %thresholdMethod) 
    if thresholdMethod in ['patser', 'fpr', 'fnr', 'balanced', 'value']: 
        if not thresholdValue: 
            raise ValueError('Please provide a threshold for %s method' 
%thresholdMethod) 
        elif type(thresholdValue) not in [int, float]: 
            raise TypeError('THreshold value must be of type int or float') 
    # Opening files         
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    try: 
        pssm = loadMatrix(matrixFile) 
        agiList = loadAgi(targetFile) 
        seqDict = loadFasta(fastaFile, agiList)         
    except IOError, e: 
        raise IOError('Unable to locate file %s' %e) 
    # Calculating trheshold 
    if thresholdMethod != 'none': 
        if thresholdMethod == 'value': 
            threshold = thresholdValue 
        else: 
            threshold = getThreshold(pssm, method = thresholdMethod, val = 
thresholdValue) 
    else: 
        threshold = None 
    # Making the collection and outputing results 
    coll = ScoreCollection(pssm, seqDict) 
    if threshold: 
        coll.applyThreshold(threshold) 
    coll.writeScoreFiles(outputFolder) 
    coll.writeSummary(os.path.join(outputFolder, 'summary.txt')) 
    coll.writeBedGraph(os.path.join(outputFolder, 'binding_sites.bedgraph')) 
         
 
### SCRIPT #################################################################### 
if __name__ == '__main__': 
    parser = argparse.ArgumentParser(description = "Finds TFBS in a set of sequences 
for a set of AGI") 
    parser.add_argument('-m', '--matrix', required = True, help = 'Matrix file in JASPAR 
format') 
    parser.add_argument('-f', '--fasta', nargs = '+', required = True, help = 'Fasta 
file containing sequences. Multiple file can be given, sequences will be concatanated 
in the order of the files') 
    parser.add_argument('-t', '--targets', required = True, help = 'Line delimited file 
containing AGI of targets') 
    parser.add_argument('-o', '--output', nargs = '?', default = 'TFBS_output', help = 
'Folder to output the analysis') 
    parser.add_argument('--threshold_method', nargs = '?', default = 'patser', type = 
str, choices = ['fpr', 'fnr', 'balanced', 'patser', 'defined', 'none'], help = 'Method 
for threshold determination (see BioPthon for ref), defined allow a user-defined 
threshold and none will find all scores') 
    parser.add_argument('--threshold_value', type = float, help = 'Value associated to 
threshold method (see BioPython doc)') 
    args = parser.parse_args() 
    main(args.matrix, args.fasta, args.targets, args.output, args.threshold_method, 
args.threshold_value) 

 

 


