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ADN : acide désoxyribonucléique 
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ANRr : acide ribonucléique des ribosomes 
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AP1-3 : APETALA1-3 

ARF : auxin response factor 

ARN: acide ribonucléique 

ARNm : ARN messager  

A. thaliana : Arabidopsis thaliana 

AY-WB : “Candidatus Phytoplasma asteris” aster yellows witches' broom  

BD : Binding Domain  

BiFC : Bimolecular fluorescence complementation 

BRC1 et 2 : BRANCHED1 et 2 

C1 : complexe1  

C2 : complexe2  

CAL : CAULIFLOWER 

CArG box : CC(A/T)6GG ou CC(Adenine-rich)GG 

CIN-TCP : CINCINNATA-related TCP 

co-IP : co-immunoprécipitation 

Col-0 : Columbia 

C terminal : Carboxy-terminal 

CYC/TB1-TCP : CYCLOIDEA/TEOSINTE BRANCHED1 TCP 

CV : volume de colonne  

DAMPs : Damage-Associated Molecular Patterns 

DEF : DEFICIENS 

DLS : dynamic light scaterring 

DMSO : Diméthylsulfoxyde 

dNTP : désoxyribonucléoside triphosphate 
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Domaine M : domaine MADS 

Domaine I : domaine Intervening 

Domaine K : domaine Keratin-like 

Domaine C : domaine Carboxy terminal 

EAR : Ethylene-responsive element binding factor-associated Amphiphilic Repression 

E. coli : Escherichia coli 

EDTA : Acide Ethylène Diamide Tétraaécétique  

EMSA: Electrophoretic Mobility Shift Assay, gel retard 

ETI : Effector-Triggered Immunity 

ETS : Effector-Triggered Susceptibility 

FA : anisotropie de fluorescence 

FD : FLOWERING LOCUS D 

FQM : Floral Quartet Model 

FT : FLOWERING LOCUS T  

FUL : FRUITFULL 

GFP : Green Fluorescent Protein 

GST : Glutathion S-Transférase 

HA : Human influenza hemagglutinin 

HPLC : Chromatographie en phase liquide à haute performance ou high performance liquid 
chromatography  

IAA : acide indole acétique 

IP-IB : Immunoprécipitation et immunoblotting 

IPTG : isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 

JA : acide jasmonique 

Kd : constante d’affinité 

LB : Luria-Bertani 

LC-MS/MS : Chromatographie en phase liquide-spectrométrie de masse 

LFY : LEAFY 

LOX2 : LIPOXYGENASE 2 

MAC : Méristème apical caulinaire 

MADS : MAINTENANCE OF MINICHROMOSOME1, AGAMOUS, DEFICIENS et Serum Response Factor 

MAMPs : Microbe-Associated Molecular Patterns  

MAR : Méristème apical racinaire 
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MBP : Maltose Binding Protein 

MCM : MAINTENANCE OF MINICHROMOSOME1  

MCS : site multiple de clonage 

MEF2 : Myocyte Enhancer Factor 2 

MF : Méristème floral 

MI : Méristème d’inflorescence 

MIKCC : MADS MIKC « classique »  

MLO : Mycoplasma-Like-Organisms 

MPD : (+/-)-2-Methyl-2,4-pentanediol  

Myc: human c-Myc oncogene 

OY-M : OY-Mildly pathogenic line 

OY-NIM : OY- Non-Insect-Transmissible derivative of OY-M  

OY-W : “Candidatus Phytoplasma asteris” Onion Yellow-wild type strain  

Pb : paire de bases 

PBS : tampon phosphate salin 

PI : PISTILLATA 

PIN : pin-formed 

PAMPs : Pathogen-Associated Molecular Patterns 

PCR : Polymerase Chain Reaction, réaction en chaîne par polymérase 

Phyllogènes : phyllody-inducing gènes 

PMU : potential mobile units 

PnWB : “Candidatus Phytoplasma asteris” Peanut Witches’ Broom 

PRRs : Pattern Recognition Receptors 

PSM : poste de sécurité microbiologique 

PTI : PAMP-Triggered Immunity  

PV : peptide velcro 

QSP : quantité suffisante pour  

RAD23 : RADIATION SENSITIVE23 

RAM : root apical meristem. 

rpm : round per minute, tour par minutes  

…. R : …. de résistance 

SAXS : small angle x-ray scattering 

SAM : shoot apical meristem 
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SAP11 : secreted AY-WB protein 11 

SAP18 : SIN3-ASSOCIATED POLYPEPTIDE P 18 

SAP54 : secreted AY-WB protein 54 

SAUR : small auxin-induced RNA  

SEC : Size exclusion chromatography : chromatographie d’exclusion stérique 

SEC-MALS : Chromatographie d’exclusion stérique couplée avec la mesure de la diffusion de la lumière 
sous multiples angles 

SEP1-4 : SEPALLATA1-4 

SHP : SHATTERPROOF  

SOC1 : SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 

SRF : Serum Response Factor 

STK : SEEDSTICK  

SWP1 : secreted Wheat Blue Dwarf phytoplasma protein 1 

TBE : Tris, Borate, EDTA 

TCEP : Tris(2-carboxyethyl)phosphine 

TCP : TEOSINTE BRANCHED1, CYCLOIDEA, PROLIFERATING CELL FACTORS 

TEV : Tobacco etch virus, virus de la gravure du tabac 

TF : Facteur de transcription 

TFL1 : TERMINAL FLOWER1 

tNOS: terminateur nopaline synthase 

TnT® : Transcription and Translation® 

TRIS : Trishydroxyméthylaminométhane 

UAS: Upstream Activation Sequence 

Vh : volume hydrodynamique 

VP: herpes virus protein 

WB : witche’s broom (maladie du balai de sorcière) 

Y2H : Yeast Two-Hybrid 

Y3H : Yeast Three-Hybrid 

YNB : Yeast Nitrogen Base 

YPD : Yeast Extract-Peptone-Dextrose 
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I. Les facteurs de transcription MADS : acteurs majeurs du cycle de 

développement et de la morphogénèse florale des angiospermes 

Les facteurs de transcription (TFs) sont des protéines qui modulent l’expression des gènes en 

se liant à des séquences d’ADN spécifiques à proximité du gène à réguler et peuvent former 

des complexes avec de nombreuses autres protéines afin d’activer ou d’inhiber la 

transcription de ce gène. Les MADS appartiennent à une famille de TFs caractérisés par leur 

domaine de liaison à l’ADN appelé domaine MADS ou domaine M. Ce domaine a été identifié 

chez divers organismes et a permis de nommer les TFs le possédant d’après les premières 

protéines découvertes possédant ce domaine : MAINTENANCE OF MINICHROMOSOME1 

(MCM, Saccharomyces cerivisae), AGAMOUS (AG, Arabidopsis thaliana), DEFICIENS A (DEF A 

Antirrhinum majus) et Serum Response Factor (SRF, Homo sapiens) pour MADS (Dubois, Bercy, 

et Messenguy 1987; Norman et al. 1988; Sommer et al. 1990; Yanofsky et al. 1990; Schwarz-

Sommer et al. 1990). Pour lier l’ADN, les MADS-TFs doivent former des dimères (homo ou 

hétérodimère) et sont appelés de ce fait, dimères obligatoires. Tous les MADS-TFs 

reconnaissent sur l’ADN un motif semblable de consensus CC(A/T)6GG ou CC(Adenine-rich)GG 

appelé boîtes CArG (CArG box) (Pellegrini, Tan, et Richmond 1995; Shore et Sharrocks 1995; 

Tilly, Allen, et Jack 1998; Egea-Cortines, Saedler, et Sommer 1999). Ce motif est très présent 

dans le génome d’Arabidopsis thaliana (plus de 300 000 fois) et certaines études suggèrent 

que les MADS-TFs pourraient réguler près de 30% de ce génome (Folter et Angenent 2006). 

Les facteurs de transcription MADS sont impliqués dans de nombreuses étapes clefs du 

développement des plantes à fleur, ou angiospermes. La Figure 1 récapitule les différentes 

protéines MADS identifiées dans ces différentes étapes chez la plante modèle Arabidopsis 

thaliana (Figure 1). La graine, comprenant l’embryon et ses réserves, résulte de la double 

fécondation d’un gamète mâle et d’un gamète femelle. Lorsque cette graine tombe en terre, 

elle germe quand les conditions environnementales sont adéquates et une jeune plantule se 

développe grâce à deux pôles de croissance constitués de cellules souches indifférenciées 

appelés méristèmes. Ces deux méristèmes sont le méristème apical caulinaire (MAC ou SAM 

dans la Figure 1) et le méristème apical racinaire (MAR ou RAM dans la Figure 1) situés à l’apex 

de la tige et de la racine respectivement. La première phase de croissance et de 

développement de la plante s’appelle la phase végétative et se caractérise par la croissance 

et le développement des racines dans le sol grâce au MAR et par la croissance de la tige et le 
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développement de feuilles grâce au MAC. Comme le montre la Figure 1, de nombreux MADS 

interviennent dans ces premières étapes du développement de la plante. Ensuite, lorsque les 

organes aériens de la plante sont développés, la plante peut percevoir des signaux 

environnementaux qui vont déclencher la phase reproductive de la plante. Cette phase, 

primordiale pour la pérennité de l’espèce, est initiée par la transition florale puis se poursuit 

par la floraison dans lesquelles de très nombreux MADS-TFs ont été caractérisés (Figure 1). 

 

Figure 1 : Implication des MADS-TFs tout au long du cycle de vie d’A. thaliana d’après Smaczniak, 
Immink, Angenent, et al. 2012. Les différents stades de développement et les MADS-TFs impliqués sont 
annotés. SAM : méristème apical caulinaire. RAM : méristème apical racinaire.  

Notre étude porte sur les MADS-TFs impliqués dans la morphogénèse florale mais nous allons 

brièvement expliquer la phase de transition florale (passage de l’état végétatif à reproductif) 

et citer certains MADS-TFs nécessaires dans cette étape.  
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A. Les MADS-TFs activateurs de la transition florale : AP1 et SOC1 

La transition de l’état végétatif à reproductif est déclenchée par différents facteurs endogènes 

et exogènes. On peut citer comme facteurs exogènes la vernalisation (exposition prolongée à 

de faibles températures représentée par l’hiver), la hausse progressive des températures 

durant et à la sortie de l’hiver ainsi que l’augmentation de la durée jour/nuit (photopériode) 

(Putterill et al. 1995; Michaels et Amasino 1999; J. H. Lee et al. 2007). Ces facteurs exogènes 

sont internalisés par la plante et régulent la transition florale. Certains facteurs endogènes 

comme le taux de sucre et les hormones gibbérellines régulent également la transition florale 

(Koornneef, Hanhart, et van der Veen 1991; Bernier et al. 1993). Ces différents facteurs 

permettent l’activation d’un gène clef, non MADS, appelé FLOWERING LOCUS T (FT). La 

protéine correspondante est produite dans les feuilles puis transportée via le phloème 

jusqu’au MAC où elle s’associe à un TF, non MADS, FLOWERING LOCUS D (FD). En interagissant 

ensemble, ils induisent l’expression d’autres acteurs déterminants pour la floraison : les gènes 

MADS APETALA1 (AP1) et SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOC1) et le 

gène non MADS LEAFY (LFY) codant pour un facteur de transcription nécessaire au 

déclenchement de la formation de la fleur (Figure 2.A) (Wigge et al. 2005; Zhu et al. 2020). Les 

MADS-TFs AP1 et SOC1 vont également stimuler l’expression de LEAFY (LFY) et AP1 et LFY 

s’activent mutuellement (Parcy et al. 1998; Wagner, Sablowski, et Meyerowitz 1999; J. Lee et 

al. 2008). Il en résulte donc une augmentation brutale de l’expression de LFY déclenchant ainsi 

la floraison (Figure 2) (Bowman et al. 1993; Liljegren et al. 1999).  

 

Figure 2 : Schéma simplifiés des acteurs moléculaires impliqués dans (A) le déclenchement de la 
floraison et (B) dans la formation des organes floraux. La zone grise du bourgeon apical représente la 
zone méristématique. Le mouvement de la protéine FT de la feuille au bourgeon apical grâce au tissus 
conducteurs du phloème est représenté par la flèche fine et noire. Les MADS-TFs sont écrits en gras et 
noir.  
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B. Les MADS régulateurs de la morphogénèse florale et leur 

fonctionnement (AP1, AP3, AG, SEP1-4 et PI) 

L’augmentation de l’expression de LFY active à son tour l’expression de très nombreux gènes, 

notamment les gènes MADS acteurs de la morphogénèse florale : AP1, APETALA3 (AP3), 

AGAMOUS (AG), les SEPALLATA 1, 2, 3 et 4 (SEP1-4) et PISTILLATA (PI), ce-dernier étant activé 

majoritairement par l’expression d’AP1, d’AP3 et de SEP3 (Figure 2.B) (Huala et Sussex 1992; 

Riechmann, Krizek, et Meyerowitz 1996; Parcy et al. 1998; Honma et Goto 2000; Jenik et Irish 

2000; Ng et Yanofsky 2001; Lamb et al. 2002; Winter et al. 2011; Wu et al. 2012). La 

compréhension des mécanismes impliqués dans la formation des organes floraux a été 

d’abord bâtie sur des études génétiques datant du début des années 1990 puis complémentée 

dix ans plus tard par des études d’interactions de protéines (levures doubles et triples hybrides 

et interactions in planta) et de liaisons de complexes protéiques à l’ADN (EMSA) (Bowman, 

Smyth, et Meyerowitz 1989; Irish et Sussex 1990; Coen et Meyerowitz 1991; Honma et Goto 

2001; de Folter et al. 2005; Immink et al. 2009; Smaczniak, Immink, Muiño, et al. 2012; 

Rümpler, Theißen, et Melzer 2018). Avant d’expliquer les mécanismes permettant la 

formation des organes floraux chez A. thaliana, rappelons tout d’abord que ses fleurs sont 

composées de l’extérieur vers l’intérieur de quatre verticilles ou couronnes : quatre sépales, 

quatre pétales, six étamines (pièces reproductrices mâles) et deux carpelles fusionnés en une 

structure appelée pistil (pièces reproductrices femelles) (Müller 1961). Les sépales verts 

servent à protéger les pièces reproductrices de la fleur tout comme les pétales blancs qui 

attirent aussi les insectes pollinisateurs. Les étamines et carpelles servent à la reproduction. 

Les étamines attirent également les insectes pollinisateurs par leur couleur jaune (Figure 3). 
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Figure 3 : Photographies de fleurs d’A. thaliana et annotations des différents verticilles ou 
couronnes. La fleur est composée de quatre verticilles de l’extérieur vers l’intérieur : quatre sépales, 
quatre pétales, six étamines (pièces reproductrices mâles) et deux carpelles fusionnés en un pistil 
(pièces reproductrices femelles). L’échelle est annotée en bas à droite des photographies. 

1. Le modèle génétique ABC de 1991 

Le premier modèle expliquant l’implication des gènes MADS dans le développement des 

organes floraux est appelé modèle ABC. Ce modèle, décrit par Coen et Meyerowitz en 1991 a 

été construit grâce à l’observation de phénotypes de plantes mutantes pour des gènes MADS 

(AP1, AP3, PI et AG) et pour le gène APETALA2 (AP2) (Bowman, Smyth, et Meyerowitz 1989; 

Irish et Sussex 1990; Coen et Meyerowitz 1991). Les deux premiers verticilles des plantes 

mutantes ap1 et ap2 sont affectés (sépales et pétales changés en bractées, pièces hybrides 

entre des pièces foliaires et florales, et étamines respectivement, Figure 4.B et C), les 

verticilles 2 et 3 des plantes mutantes ap3 et pi sont affectés (pétales et étamines changés en 

sépales et carpelles respectivement, Figure 4.D et E) et les verticilles 3 et 4 des plantes 
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mutantes ag sont affectés (étamines et carpelles changés en pétales et nouvelle structure de 

fleur respectivement, Figure 4.F) (Bowman, Smyth, et Meyerowitz 1989; Irish et Sussex 1990; 

Coen et Meyerowitz 1991).  

 

Figure 4 : Phénotypes des plantes mutantes à l’origine du modèle ABC. (A) Fleur d’une plante 
sauvage. Fleur d’une plante mutante ap1 (B) et ap2 (C) montrant des défauts dans les sépales et les 
pétales. Fleur d’une plante mutante ap3 (D) et pi (E) montrant des défauts dans les pétales et les 
étamines. (F) Fleur d’une plante mutante ag montrant des défauts dans les étamines et le carpelle. La 
photographie B provient de Gustafson-Brown, Savidge, et Yanofsky 1994 et les autres photographies 
de Bowman, Smyth, et Meyerowitz 1989. 

Ces différents gènes ont été classés en fonction des deux verticilles qu’ils semblent 

déterminer : la classe A (AP1 et AP2) détermine les sépales et les pétales, la classe B (AP3 et 

PI) détermine les pétales et les étamines et la classe C (AG) détermine les étamines et les 

carpelles (Figure 5). Ainsi certains organes nécessitent pour leur formation plusieurs classes 

de gènes agissant ensemble : les pétales sont formés par les classes A et B et les étamines par 

les classes B et C (Figure 5). Ces gènes ont été qualifiés d’homéotiques car ils déterminent 

l’identité d’organes et leur bon fonctionnement est requis pour la formation des organes.  
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2. Evolution du modèle génétique ABC en modèle génétique ABC(D)E 

La première modification apportée au modèle ABC ne concerne pas les organes floraux mais 

la formation des ovules et est donc légèrement en marge de notre étude et des bases de ce 

modèle. Des études de plantes mutantes chez Petunia hybrida ont montré que, comme les 

organes floraux, les ovules nécessitent l’expression de différents gènes pour se différencier en 

ovules. Le gène homologue aux gènes de Petunia hybrida chez A. thaliana est le gène MADS 

SEEDSTICK (STK) qui a donc été ajouté au modèle ABC en une nouvelle classe D nécessaire 

pour la formation des ovules en association avec la classe C (Angenent et al. 1995; Angenent 

et Colombo 1996; Theissen et al. 2000) (Figure 5). L’ajout de cette classe n’est pas la raison de 

l’évolution du modèle ABC en modèle génétique ABC(D)E et en modèle fonctionnel du « Floral 

Quartet » (Figure 5). En effet, avec le modèle ABC, il est supposé que la feuille soit l’organe de 

base et que grâce à l’expression des gènes ABC, elle se convertisse en fleur. Il est donc attendu 

qu’en surexprimant les gènes des classes ABC, on puisse convertir des feuilles en fleurs. Or, la 

surexpression des gènes AP1 ou AG ne permet pas la conversion de feuille en fleur présentant 

des sépales ou des carpelles à la place de tous les organes respectivement (Yukiko Mizukami 

et Ma 1992; Krizek et Meyerowitz 1996; Y. Mizukami et Ma 1997). Ces observations suggèrent 

qu’un autre facteur est impliqué dans ce modèle. Quelques années plus tard, l’étude d’une 

famille de gènes MADS appelée SEPALLATA (SEP), contenant quatre gènes SEP1-4, montrent 

que ces gènes sont nécessaires à la formation des quatre verticilles. Les simples et doubles 

mutants des gènes SEPs ne présentent pas de phénotypes forts ce qui suppose une forte 

redondance d’expression et de fonctions entre ces gènes. A l’inverse, les triples mutants 

sep1sep2sep3 et quadruple mutants sep1sep2sep3sep4 ont des organes semblables à des 

sépales et des feuilles respectivement (Figure 6, S. Pelaz et al. 2000; Ditta et al. 2004). 
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Figure 5 : Schéma des modèles génétiques ABC et ABC(D)E et du Floral Quartet Model. Dans le FQM, 
les MADS-TFs forment des tétramères et boucle l’ADN en se liant à deux CArG-box surlignées en jaune. 
Le modèle ABC(D)E montre que les gènes des différentes classes sont nécessaires pour les organes 
associés.  

 

Figure 6 : Phénotypes de plantes mutantes des SEPs. (A-C) Sépales d’une fleur sauvage, d’une fleur 
triple mutante sep1sep2sep3 et d’une fleur quadruple mutante sep1sep2sep3sep4 respectivement 
d’après Ditta et al. 2004. La flèche jaune montre la présence de trichomes branchés symptomatiques 
d’organes foliaires.  
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De même, une plante mutantes SEP1/sep1sep2sep3 présentent des organes floraux sauvages 

mais montrent des ovules très affectés (Favaro et al. 2003). La conversion des organes floraux 

en feuilles chez le quadruple mutant sep1sep2sep3sep4 et la malformation des ovules chez le 

mutant SEP1/sep1sep2sep3 montrent l’implication des gènes SEPs dans les organes formés 

par les différentes classes A, B, C et D. En confirmation de ces observations, il a été montré 

que la surexpression conjointe de SEP3 avec AG, AP3 et PI (gènes supposés former les 

étamines) chez A. thaliana, convertit les feuilles en fleur présentant des étamines à la place 

de tous les organes. De même, les plantes surexprimant SEP3, AP3 et PI ou AP1, AP3 et PI 

(gènes supposés former les pétales) montrent des feuilles changées en fleurs présentant des 

pétales à la place de tous les organes (Honma et Goto 2001). Cette conversion des feuilles en 

fleur présentant des organes floraux sauvages montre que les gènes SEPs étaient le facteur 

manquant au modèle de départ pour la formation des organes floraux. Un nouveau modèle 

génétique naît, le modèle ABC(D)E, dans lequel la classe E est composée des gènes SEPs et 

nécessaire à la formation de tous les verticilles et au développement des ovules (Figure 5).  

3. Modèle fonctionnel : modèle protéique du Floral Quartet 

Avec ces résultats et ce nouveau modèle génétique se posent de nouvelles questions. 

Comment quatre gènes peuvent-ils être impliqués tous ensemble simultanément dans la 

formation d’un organe : par exemple, comment l’expression simultanée des gènes SEP, AG, 

AP3 et PI peut-elle déterminer la formation des étamines ? Il est alors imaginé un modèle 

protéique permettant d’expliquer l’implication simultanée de ces gènes dans la formation des 

organes floraux, appelé le Floral Quartet Model (FQM) (Theißen et Saedler 2001). Grâce à des 

données préliminaires d’interactions de protéines, ce modèle a pu naître (Honma et Goto 

2001). Dans ce modèle, les protéines codées par les gènes des classes ABC(D)E pourraient 

interagir entre elles en complexe. Ces complexes seraient constitués de quatre protéines 

MADS appelés tétramères, quartets ou tétrades et pourraient lier deux CArG-box sur l’ADN 

(Figure 5). On ne se sait pas encore si le tétramère déjà formé se lie aux deux CArG-box 

directement ou si deux dimères déjà lié à l’ADN interagissent entre eux et forment un 

tétramère liant les deux CArG-box. Dans les deux cas, il est supposé que l’ADN « boucle » 

autour du tétramère formé (Melzer, Verelst, et Theißen 2009). Ces tétramères permettraient 

de finement réguler l’identité des organes floraux par la spécificité de liaison à l’ADN des 

différents TFs composant chaque complexe. D’après ce modèle, le tétramère responsable de 
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l’identité des sépales est composé de SEP/AP1, celui des pétales d’AP1/SEP/AP3/PI, celui des 

étamines d’AG/SEP/AP3/PI et celui des carpelles de SEP/AG. Il a été montré que SEP3, AG, STK 

et deux TFs codés par les gènes MADS SHATTERPROOF1 et 2 peuvent interagir en complexe. 

Il a donc été imaginé qu’un tétramère formé des TFs SEP, AG, STK et SHP permettent le 

développement des ovules (Favaro et al. 2003). Ce modèle explique l’importance des SEPs 

dans tous les verticilles par leur présence dans chaque tétramère formé (Figure 5). 

L’expression des gènes ABC(D)E, appelés régulateurs ou « directifs », se traduit par 

l’expression des TFs correspondants et la formation de ces quartets. Ces tétramères 

déclenchent des programmes de développement bien précis en régulant des gènes 

spécifiques appelés réalisateurs ou « exécutifs » (García-Bellido 1975). Ces gènes réalisateurs 

sont ceux qui modèlent minutieusement la formation des organes floraux et ne seront pas 

détaillés ici.  

Ce modèle protéique hypothétique a été largement étayé par la suite par de nombreuses 

études. Les interactions de chaque TFs impliqués dans le FQM ont été observées en Yeast-

Two-Hybrid (Y2H) et Yeast-Three-Hybrid (Y3H) (Honma et Goto 2001; Favaro et al. 2003; de 

Folter et al. 2005; Immink et al. 2009). La formation des tétramères du FQM et leurs liaisons à 

l’ADN ont été validées in vitro par EMSA en montrant que ces tétramères nécessitent deux 

CArG box pour leur formation (Melzer, Verelst, et Theißen 2009; Smaczniak, Immink, Muiño, 

et al. 2012). Il a également été montré que les TFs des tétramères du FQM interagissent in 

planta par immunoprécipitation et chromatographie en phase liquide puis spectrométrie de 

masse (LC-MS/MS) et que leur interaction est localisée au niveau des méristèmes floraux par 

Bimolecular fluorescence complementation (BiFC) (Smaczniak, Immink, Muiño, et al. 2012). Il 

a aussi été démontré que la formation de tétramères est primordiale dans la morphogénèse 

florale puisque les plantes sep1sep2sep3, exprimant une version de SEP3 fortement affectée 

dans sa capacité à tétramériser, mais pas à dimériser, présentent une croissance indéterminée 

des fleurs (Hugouvieux et al. 2018) et les organes floraux sont malformés (Hugouvieux, 

unpublished).  

Dans ce modèle, les SEPs semblent jouer un rôle particulier. Ils sont présents dans le tétramère 

nécessaire pour la formation de chaque organe floral et montrent des propriétés 

d’interactions différentes des autres MADS-TFs du FQM. En effet, dans les expérimentations 

de crible de levures décrites précédemment, les SEPs, et plus particulièrement SEP3, 
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interagissent avec un nombre d’interacteurs MADS très élevé comparés aux autres MADS-TFs 

testés. Ces interacteurs sont pour la plupart des partenaires MADS-TFs directs dans les 

tétramères du FQM et dans le développement des ovules ou dans la régulation de la floraison 

(de Folter et al. 2005; Immink et al. 2009). De plus des études en EMSA ont montré que SEP3 

est nécessaire à la formation du tétramère comprenant SEP3/AG/AP3/PI et sans SEP3, le 

complexe comprenant AG et AP3/PI ne se forme pas (Melzer et Theißen 2009; Smaczniak, 

Immink, Muiño, et al. 2012; Jetha, Theißen, et Melzer 2014). Des observations similaires en 

Y2H ont montré que SEP3 est nécessaire pour la formation d’un complexe contenant AG/STK 

ou AG/SHP (Favaro et al. 2003). Avec ces observations, plusieurs études suggèrent que les 

SEPs, et notamment SEP3, auraient des propriétés structurales permettant de faciliter la 

tétramérisation avec d’autres MADS (Immink et al. 2009; Melzer et Theißen 2009; Jetha, 

Theißen, et Melzer 2014; Lai et al. 2019).  

Pour comprendre comment ces interactions complexes (dimère, tétramère, liaison à l’ADN et 

bouclage de l’ADN) sont possibles et pourquoi SEP3 semble comporter ces propriétés 

particulières, nous allons maintenant nous intéresser à la structure des MADS-TFs. 

C. Les différents types de MADS-TFs et la structure des MADS-TFs du 

FQM 

Pour construire et rédiger cette partie, je me suis largement inspiré d’une revue à laquelle j’ai 

participé et que notre équipe a publiée en 2019 (Lai et al. 2019). J’ai décidé d’en reprendre ici 

les grands axes. Il existe différents types de MADS-TFs : les MADS-TFs de type I et II qui ont 

été regroupés en fonction de la conservation de séquence de leur domaine MADS (domaine 

M) (Figure 7). 

 

Figure 7 : Structures schématisées des différents types des MADS-TFs de type I et II. Les différents 
domaines ne sont pas à l’échelle.  
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1. Les MADS-TFs de type I 

Les MADS-TFs de type I sont présents chez les animaux, les levures et les plantes. Les MADS-

TFs de type I jouent des rôles importants chez A. thaliana dans le développement et la 

spécification des gamétophytes et de l’embryon ainsi que dans le développement de 

l’endosperme (AGL23, DIA, AGL62, AGL80 et PHE1 décrits dans la Figure 1) (Masiero et al. 

2011). Ils comprennent le domaine MADS et un autre domaine Carboxy-terminal (C-terminal) 

peu structuré et non conservé entre les espèces. Leur domaine M est très semblable au 

domaine M de SRF (Serum Response Factor, MADS-TF trouvé chez l’humain) ce qui a permis 

leur regroupement (Figure 8) (Alvarez-Buylla et al. 2000). Les MADS-TFs de type I sont 

subdivisés en trois sous-groupes Mα, Mβ et Mγ basés sur les analyses phylogénétiques de leur 

séquence (Parĕnicová et al. 2003). Ils ont été bien moins étudiés que les MADS-TFs de type II 

et ne seront pas plus développés ici car ils ne sont pas pertinents dans notre étude. 

 

Figure 8 : Alignements de séquences des domaine MADS des MADS de type I et II ayant permis de 
les regrouper d’après Alvarez-Buylla et al. 2000. Les séquences écrites en vert ou en rouge proviennent 
de protéines de plantes ou d’animaux et levures respectivement. Les acides aminés conservés au sein 
d’un type de MADS sont colorés en rouge.  
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2. Les MADS-TFs de type II 

Les MADS-TFs de type II ont été regroupés par la séquence de leur domaine M très semblable 

à celle de Myocyte Enhancer Factor 2 (MEF2, MADS-TF identifié chez les animaux et les 

levures, Figure 8) (Alvarez-Buylla et al. 2000). Chez les animaux et les levures, ces MADS sont 

composés du domaine M semblable à celui de la protéine MEF2 et d’un domaine conservé 

impliqué dans la dimérisation (Figure 7, McDermott et al. 1993; Shore et Sharrocks 1995). 

Chez les plantes, les MADS de type II se sont complexifiés : le domaine M semblable à celui de 

MEF2 est également suivi d’un domaine impliqué dans la dimérisation (I), lui-même suivi des 

domaines K et C (Alvarez-Buylla et al. 2000; Theißen, Melzer, et Rümpler 2016) (Figure 7). On 

les appelle ainsi MADS MIKC. 

a. Les MADS-TFs MIKC 

Les MADS-TFs MIKC ne se trouvent que chez les plantes et ont été nommés ainsi en référence 

à leurs quatre domaines : domaine M pour MADS, domaine I pour Intervening domain, 

domaine K pour Keratin-like domain et domaine C pour Carboxy-terminal domain. Il existe 

deux types de MADS-TFs MIKC, les MADS-TFs MIKCC pour « classiques » et les MADS-TFs 

MIKC*, qui présentent des différences majoritairement dans leur domaine I même si certaines 

particularités sont observées dans les domaines K (Figure 7, Henschel et al. 2002). Chez les 

MADS-TFs MIKC*, le domaine I est plus long que chez les MADS-TFs MIKCC (au moins 30 acides 

aminés de plus) et le domaine K semble contenir plusieurs insertions d’acides aminés 

changeant les propriétés physico-chimiques de ce domaine par rapport aux MADS-TFs MIKCC. 

Ces observations ont été faites chez la bryophyte Physcomitrella patens et les MADS-TFs 

MIKC* sont peu connus chez les angiospermes (Becker et Theissen 2003). Les trois MADS 

MIKC* étudiés chez A. thaliana (AGL65, AGL66 et AGL104 décrits dans la Figure 1) sont 

impliqués dans la maturation du pollen et dans la croissance du tube pollinique (Adamczyk et 

Fernandez 2009). Tous les MADS-TFs présentés dans le FQM sont de type MADS-TFs MIKCC et 

leur structure sera détaillée ci-dessous.  

3. Structure des MADS-TFs MIKCC du FQM  

Les MADS-TFs MIKCC ne sont présents que chez les plantes chez lesquelles ils se sont multipliés 

et diversifiés pour former une famille nombreuse et jouant un rôle important dans multiples 

étapes clefs du développement (Alvarez-Buylla et al. 2000; Gramzow, Ritz, et Theissen 2010). 

En effet, ils sont impliqués dans la croissance des feuilles, la spécification de l’identité du 
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méristème, la transition florale, la floraison, le développement des ovules, de la graine et des 

fruits, la maturation des fruits, le développement des racines et dans d’autres processus du 

développement (Figure 1) (revus dans Smaczniak, Immink, Angenent, et al. 2012). C’est grâce 

à leur structure en 4 domaines que les MADS-TFs MIKCC peuvent former des tétramères et se 

lier à deux CArG box en même temps, comme supposé dans le FQM (Melzer, Verelst, et 

Theißen 2009; Thangavel et Nayar 2018). Pour des raisons de simplicité, les MADS-TFs MIKCc 

seront désormais notés MADS-TFs. 

a. Le domaine M de liaison à l’ADN  

Le domaine M est composé de 55 à 60 acides aminés et la plupart de ces MADS-TFs 

contiennent une séquence prédite de localisation nucléaire (Dingwall et Laskey 1991; Krizek 

et Meyerowitz 1996). Comme nous l’avons dit précédemment, le domaine M est le domaine 

de liaison à l’ADN (Pellegrini, Tan, et Richmond 1995; Shore et Sharrocks 1995) mais il ne 

semble pas primordial pour la spécificité de liaison. En effet, des expériences d’échanges de 

la deuxième moitié des domaines M (acides aminés 27 à 57 : G à Y) de SRF ou MEF2 avec ceux 

d’AP1, AP3, PI et AG ont montré que la spécificité de liaison à l’ADN ne semble pas dépendante 

du domaine M in vivo. Riechmann et Meyerowitz ont remplacé la deuxième moitié du 

domaine M d’AP1, AP3, PI et AG par ceux de SRF et MEF2 et ont exprimé ces gènes chimères 

chez A. thaliana. La surexpression de ces gènes chimères reproduit le phénotype obtenu par 

la surexpression des gènes sauvages chez des plantes sauvages et chez des plantes ap1-1, ap3-

3, pi-1, et ag-3 respectivement (Riechmann et Meyerowitz 1997). Ces expériences suggèrent 

que le domaine M serait important pour lier l’ADN mais pas pour la spécificité de liaison.  

Très récemment, la première structure de domaine M (et I) d’un MADS-TF de plante a été 

caractérisée par notre équipe (Lai et al. 2021). Cette structure du dimère MI de SEP3 montre 

que le domaine M est composé d’une région N-terminale désordonnée puis d’une hélice α et 

de deux feuillets β antiparallèles (Figure 9.A). Cette structure de SEP3MI sans ADN montre une 

similitude de séquence tertiaire très forte avec les domaines M de MEF2A et SRF (7NB0 et 

1HBX, respectivement) (Figure 9.B) comme prédit d’après la conservation de séquence entre 

les domaines M de ces protéines. 
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Figure 9 : Structures des domaines MI de SEP3 et des protéines MEF2B et SRF d’après Lai et al. 2021. 
(A) Structures de SEP3 MI (7NB0, arc-en-ciel) et SRF (1HBX, gris). La région de domaine I est entourée 
en rouge. (B) Structures des dimères de SEP3 MI (violet foncé), MEF2A (3KOV, violet clair) et SRF (gris-
noir). Les domaines M (sous les pointillées rouges) sont extrêmement semblables entre les trois 
dimères alors que les domaines I et C terminaux (au-dessus des pointillés rouges) varient entre SRF et 
SEP3/MEF2A. (C) Structure du dimère de SEP3 MI. Les acides aminés importants pour l’interaction 
entre les domaines I et entre les domaines M et I des deux monomères (vert et violet) sont annotés.  

b. Le domaine I : spécificité de dimérisation et de liaison à l’ADN 

Le domaine I est un petit domaine de 25 à 30 acides aminés liant les domaines M et K (Figure 

10). L’implication du domaine I dans la spécificité de dimérisation a été démontrée dans 

plusieurs études. En effet, des études d’échanges de résidus (déterminés par analyses 

informatiques) entre les domaines I de SOC1 et AGAMOUS-LIKE 14 (AGL14) montrent que le 

domaine I est primordial pour la spécificité de dimérisation. En Y2H, SOC1 perd de nombreuses 

interactions lorsque l’on échange les acides aminés importants de son domaine I avec celui 

d’AGL14 alors qu’inversement, ce dernier gagne de nouvelles interactions lorsque les acides 
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aminés de SOC1 lui sont substitués (van Dijk et al. 2010). Des observations similaires ont été 

obtenues en substituant le domaine I d’AG par celui d’AP1 (Lai et al. 2021).  

En influençant la spécificité d’interaction, le domaine I semble influencer la liaison à l’ADN. En 

effet, des expériences d’EMSA montrent que des échanges des domaines I entre les MADS-

TFs AP1, AP3, PI et AG altèrent leur capacité d’interaction et/ou de liaison à l’ADN (Riechmann, 

Krizek, et Meyerowitz 1996). Ces résultats ont été confirmés récemment par notre équipe. Il 

a été prouvé par co-immunoprécipitation (co-IP) et EMSA que le domaine I est nécessaire pour 

la liaison à l’ADN mais moins important pour la dimérisation puisqu’il est possible 

d’immunoprécipiter un hétérodimère SEP3M/AGM mais que la liaison à l’ADN de ce dernier 

est très faible (Lai et al. 2021). L’ensemble de ces résultats indiquent que le domaine I serait 

donc un liant très puissant capable de stabiliser et de spécifier la dimérisation des MADS-TFs 

et ainsi d’influencer la liaison et la spécificité de liaison à l’ADN. 

Des données in planta ont confirmé l’importance du domaine I d’AP1 dans son rôle dans la 

morphogénèse florale. En effet, des plantes mutantes ap1 qui expriment AG dont le domaine 

I est celui d’AP1 (AGIAP1) sont quasiment complémentées, alors que les autres domaines testés 

(M et KC) complémentent très faiblement le phénotype d’ap1 (Lai et al. 2021). Ces résultats 

indiquent que le domaine I serait déterminant dans l’interaction avec d’autres partenaires et 

ainsi dans la liaison à l’ADN d’AP1.  

Ces deux propriétés peuvent être en partie expliquées par la structure de SEP3MI caractérisée 

récemment (Lai et al. 2021). Le domaine I de SEP3 comprend une hélice α perpendiculaire aux 

feuillets β du domaine M (Figure 9). Les EMSAs et les expérimentations de stabilité thermique 

de différents mutants (R69P, R69L et Y70E) de l’hélice α du domaine I de SEP3 montrent que 

les dimères de ces protéines ne peuvent plus lier l’ADN et qu’ils sont moins stables que les 

dimères de SEP3MI (Figure 9.C). Ces acides aminés sont donc primordiaux pour la stabilité du 

dimère et sa liaison à l’ADN. De plus, l’hélice α du domaine I de SEP3 réalise de nombreuses 

interactions avec les feuillets β du domaine M stabilisant très sûrement le dimère et pouvant 

peut-être moduler la conformation de ces feuillets, changeant la spécificité de liaison à l’ADN 

(Figure 9.C) (Lai et al. 2021). 
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Figure 10 : Alignement des séquences protéiques des MADS-TFs présents dans le FQM. Les domaines 
MIKC annotés correspondent aux domaines de SEP3. Les différentes teintes de vert symbolisent les 
pourcentages d’identité des domaines, le plus foncé étant le plus conservé. 

c. Le domaine K : clé de l’oligomérisation des MADS-TFs 

Le domaine K est un domaine d’oligomérisation d’environ 80 acides aminés situé après le 

domaine I (Figure 10). Les prédictions de structure secondaire ont décomposé le domaine K 

en trois hélices α K1, K2 et K3 (colorées en jaune, rouge et bleue respectivement sur la Figure 

11) et une zone de rupture entre les hélices α K1 et K2 que nous appellerons « pont » (« kink » 

coloré en vert sur la Figure 11) (Y. Yang et Jack 2004).  
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Figure 11 : Schéma des hélices α présentes dans le domaine K de SEP3 et structure d’un 
homotétramère du domaine K de SEP3 d’après Puranik et al. 2014; Rümpler, Theißen, et Melzer 2018. 
(A) Divisions du domaine K de SEP3 basées sur des prédictions de structure secondaire (haut) et sur la 
structure caractérisée (bas). (B) Structure d’un homotétramère du domaine K de SEP3. Les quatre 
monomères sont numérotés, le monomère 1 est entièrement coloré (jaune, rouge et bleu) et les trois 
autres monomères sont colorés en gris. Deux monomères (1 et 2) interagissent ensemble grâce à 
l’hélice une (jaune) et à la première moitié de l’hélice deux (rouge). Les deux dimères (1 et 2 avec 3 et 
4) interagissent ensemble grâce à la deuxième moitié de l’hélice deux (bleue). Les extrémités N et C-
terminales sont annotées pour chaque monomère.  

i. Le domaine K, interface de dimérisation et de tétramérisation primordiale 

pour la formation des organes floraux 

Les études sur le domaine K ont montré qu’il est impliqué dans la dimérisation et la 

tétramérisation des MADS. Les études de dimérisation ont été réalisées sur AP3 et PI car ce 

sont des dimères obligatoires. Après avoir réalisé différentes délétions des domaines K d’AP3 
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et PI, la capacité d’interaction des mutants a été testée en Y2H et montre que les hélices α K1 

et K2 ainsi que la région de pont sont impliquées dans la dimérisation d’AP3/PI. L’étude de 

mutations simples d’AP3 et PI a montré que la dimérisation était largement dépendante des 

acides aminés hydrophobes présents dans ces hélices α. Différents mutants montrant des 

réductions d’interaction ont été surexprimés chez A. thaliana et ne reproduisent pas les 

phénotypes des plantes surexprimant les versions sauvages des gènes respectifs montrant 

l’importance de la dimérisation pour la morphogénèse florale (Y. Yang, Fanning, et Jack 2003) 

(Figure 11.A). 

La zone de pont (acides aminés 115 à 125 chez SEP3) est donc capitale puisqu’elle est 

impliquée dans la dimérisation et la tétramérisation. En effet, cette zone contient plusieurs 

acides aminés hydrophobes importants pour l’interaction mais aussi un résidu glycine. Cet 

acide aminé semble comporter une structure particulière permettant une rupture du motif 

hélicoïdal entre les deux hélices et une flexibilité de ces deux hélices (Y. Yang, Fanning, et Jack 

2003).  

En reproduisant le même schéma expérimental que pour la zone de dimérisation avec des 

tests d’interaction en Y3H, il a été montré que les domaines K2 et K3 ainsi que les acides 

aminés présents dans le pont d’AP3, PI et des SEPs sont nécessaires pour la tétramérisation 

(Figure 11.A) (Y. Yang et Jack 2004).  

La structure de la totalité du domaine K de SEP3 a été caractérisée par notre équipe en 2014 

(Puranik et al. 2014) (Figure 11.B et Figure 12) avec les acides aminés 75 à 178 de SEP3 incluant 

ainsi la moitié du domaine I (acides aminés 75 à 90) et cinq acides aminés du domaine C (acides 

aminés 174 à 178). Cette structure a permis de confirmer certaines observations vues 

précédemment et d’en nuancer d’autres. En effet, la structure publiée du domaine K de SEP3 

montre qu’il n’y a en fait que deux hélices α : la première impliquée totalement dans la 

dimérisation et la deuxième impliquée dans la dimérisation (première moitié de l’hélice α) et 

la tétramérisation (deuxième moitié de l’hélice α) (Figure 11.B et C) (Puranik et al. 2014).  

Ces observations ont été largement confirmées par des études de mutagénèse sur SEP3 

suivies d’EMSA et de formation d’homocomplexes de SEP3 par SEC et détermination du degré 

d’oligomérisation. En effet, les mutations des acides aminés hydrophobes de la première 

hélice α (Y98 et Y105, Figure 12.A) et de la première moitié de la seconde hélice α du domaine 
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K (L115, L131 et L135, Figure 12.A et B) affectent grandement la dimérisation (Puranik et al. 

2014; Silva et al. 2016; Rümpler, Theißen, et Melzer 2018). 

 

Figure 12 : Structure et acides aminés des zones de dimérisation et de tétramérisation du domaine 
K de SEP3. (A) Acides aminés impliqués dans la dimérisation de SEP3 d’après Puranik et al. 2014. (B) 
Acides aminés impliqués dans la région de pont de SEP3 d’après Puranik et al. 2014. (C) Acides aminés 
impliqués dans la tétramérisation de SEP3 d’après Puranik et al. 2014. (D) SEP3Δ161-174, variant 
d’épissage de SEP3 ayant une délétion entre les acides aminés 161 et 174 colorés en noir d’après 
Puranik et al. 2014. 

La structure publiée a confirmé l’importance des deux résidus glycine mais aussi d’une proline 

présente dans la zone de pont de SEP3 (Figure 12.B). Ces trois acides aminés permettent une 

rupture du motif hélicoïdal et les glycines apportent également une flexibilité aux deux hélices 

α. Ce phénomène empêche les hélices α d’un même monomère d’interagir entre elles mais 
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leur permet d’être suffisamment mobiles pour créer des zones de dimérisation et de 

tétramérisation (Y. Yang, Fanning, et Jack 2003; Y. Yang et Jack 2004; Puranik et al. 2014; Lai 

et al. 2019).  

La zone de tétramérisation a été réduite à la deuxième moitié de la seconde hélice α de SEP3 

(Melzer et Theißen 2009; Puranik et al. 2014). De même que pour la dimérisation, de 

nombreuses études de mutagénèses suivies d’EMSA ou de formation d’homocomplexes de 

SEP3 par SEC confirment l’importance des acides aminés hydrophobes (M150, L154, L157, 

L164 et L171, Figure 12.C) dans la tétramérisation (Puranik et al. 2014; Rümpler, Theißen, et 

Melzer 2018; Hugouvieux et al. 2018). Cette tétramérisation est primordiale in vivo puisqu’un 

variant d’épissage de SEP3 ne comportant pas les acides aminés 161 à 174 (SEP3∆161-174, Figure 

12.D) est affecté dans sa tétramérisation et ne peut pas restaurer la croissance déterminée de 

la fleur lorsqu’il est exprimé dans un triple mutant sep1sep2sep3 (Hugouvieux et al. 2018).  

D’autres acides aminés, non hydrophobes, jouent un rôle également dans l’interaction (Figure 

12). En effet, des acides aminés chargés comme l’asparagine, la lysine, l’acide glutamique ou 

la thréonine peuvent renforcer les interactions hydrophobes (Y. Yang, Fanning, et Jack 2003; 

Y. Yang et Jack 2004; Puranik et al. 2014). 

ii. Le domaine K est une zone propice aux interactions en leucine-zipper 

L’importance des acides aminés hydrophobes et spécifiquement des leucines dans les 

interactions du domaine K montre que ce domaine réalise des interactions en leucine-zipper 

(glissière à leucines ou fermeture éclair de leucines). Les leucine-zipper sont des interactions 

de deux hélices α composées de répétitions d’heptades d’acides aminés (notés abcdefg pour 

les positions 1234567) comportant des leucines en position a et d (Landschulz, Johnson, et 

McKnight 1988). Au sein d’une hélice α, les acides aminés sont orientés vers l’extérieur de 

l’hélice α et un tour d’hélice α correspond à approximativement 3,6 acides aminés et deux 

tours à environ 7,2 acides aminés. Ainsi, les acides aminés aux positions a et d des répétitions 

d’heptades sont exposés du même côté de l’hélice α (Figure 13.A). Si les acides aminés à ces 

positions sont hydrophobes (comme les leucines), l’exposition de ces acides aminés du même 

côté de l’hélice α crée un environnement hydrophobe (Figure 13.A). Deux hélices α présentant 

ces mêmes environnements hydrophobes peuvent interagir en s’enroulant entre elles et 

forment un coiled-coil (superhélice ou bobines enroulées) (Figure 13.B) (Crick 1952; 1953; 

Pauling et Corey 1953).  
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Figure 13 : Modèles et structures des interactions en coiled-coil et leucine-zipper. (A) Modèle d’une 
interaction en coiled-coil entre deux hélices α de deux protéines différentes d’après Härmä et al. 2018. 
Les acides aminés hydrophobes (a et d) forment un environnement hydrophobe propice à l’interaction 
des deux hélices. (B) Structure d’une interaction en coiled-coil d’après Yin et al. 2017. (C) Formules 
semi développées des acides aminés hydrophobes d’après Landschulz, Johnson, et McKnight 1988. (D) 
Schéma d’une interaction en leucine-zipper. (E) Alignement de séquences du domaine K cristallisé de 
SEP3 avec les domaines équivalents des autres MADS-TFs du FQM. Les domaines IKC annotés 
correspondent aux domaines de SEP3. Les flèches et accolades vertes montrent les acides aminés 
hydrophobes conservés et les zones propices aux interactions coiled-coil respectivement.  
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Les interactions en leucine-zipper forment des coiled-coil particulièrement forts grâce à la 

structure spécifique des leucines. En effet, les leucines sont très hydrophobes et, comparées 

aux autres acides aminés hydrophobes (valine, isoleucine et méthionine, Figure 13.C), la 

chaîne carbonée des leucines est longue et élargie à la pointe grâce aux deux groupements 

méthyles symétriques du carbone γ (Figure 13.C). Quand les leucines sont en position a et d, 

cette forme particulière permet une interdigitation des groupements méthyles entre eux à la 

manière d’une fermeture éclair, d’où le nom de leucine-zipper (Figure 13.D). Cette 

interdigitation renforce donc l’environnement déjà hydrophobe et confère une force 

supplémentaire pour l’interaction.  

Les autres acides aminés présents dans les heptades peuvent également jouer des rôles dans 

l’interaction : les acides aminés chargés e et g peuvent réaliser des interactions 

électrostatiques avec les acides aminés g’ et e’ de l’autre protéine respectivement et les acides 

aminés b, c et f stabilisent l’interaction en étant hydrophiles et opposés à la zone hydrophobe 

(Figure 13.A) (O’Shea, Lumb, et Kim 1993; Arndt et al. 2002) . C’est le cas des acides aminés 

asparagine, lysine, acide glutamique et thréonine que nous avons cités précédemment dans 

la dimérisation et la tétramérisation de SEP3. 

Certains outils de prédiction d’interaction en coiled-coil montrent que tous les MADS-TFs du 

FQM comportent des zones propices aux interactions en coiled-coil et surtout en leucine-

zipper entre les acides aminés 110 et 160 correspondant au domaine K (Lai et al. 2019). Cette 

zone englobe les interfaces de dimérisation et de tétramérisation des MADS-TFs (Figure 13.E). 

d. Le domaine C-terminal, un domaine de régulation des gènes très peu 

structuré 

Le domaine C-terminal des MADS-TFs est un domaine très variable en termes de séquences 

primaire qui ne comporte pas de structure secondaire particulière (Figure 10). Le domaine C 

semble avoir des importances et des rôles différents selon les MADS-TFs. En effet, le domaine 

C d’AP3 et PI ne semble pas important pour leur fonction dans la morphogénèse florale 

puisque des versions de ces gènes sans leur domaine C peuvent complémenter les mutants 

ap3 et pi respectivement (Piwarzyk, Yang, et Jack 2007). Chez d’autres MADS-TF, certains 

petits motifs ont été observés et pourraient jouer des rôles dans l’activation ou la répression 

de gènes directement ou par le recrutement ou l’interaction avec d’autres protéines. Le 
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domaine C-terminal d’AP1 contient deux petits motifs riches en glutamines et en acides 

aminés acides respectivement. Ces deux motifs seraient nécessaires simultanément pour 

l’activation de gènes par AP1 (S. Cho et al. 1999). D’autres études ont montré que les 

domaines C de SEP3 et AP1 sont associés à l’activation de certains gènes (Honma et Goto 2001; 

Kaufmann et al. 2009). Les mécanismes moléculaires par lesquels le domaine C active 

l’expression des gènes n’ont pas été élucidés ; il est donc impossible de prévoir si ces 

activations sont directes ou indirectes. En revanche, il a été observé que le domaine C peut 

interagir avec des répresseurs de l’expression de gènes. En effet, le motif EAR (ethylene-

responsive element binding factor-associated amphiphilic repression) est un motif impliqué 

dans la répression transcriptionnelle (Kagale et Rozwadowski 2010). Ce motif EAR présente 

une séquence consensus LxLxL ou DLNxxP présente dans le domaine C de nombreux MADS-

TFs chez A. thaliana tels que SEP3, AP1 et CAULIFLOWER (CAL) (Kagale, Links, et Rozwadowski 

2010). De même, les domaines C de SEP3 et AP1 sont nécessaires pour interagir avec le 

complexe SEUSS-LEUNIG, SEUSS étant un corépresseur (Sridhar, Surendrarao, et Liu 2006). Le 

domaine C des MADS-TFs reste quelque peu énigmatique du fait de sa non-conservation et 

des fonctions spécifiques qu’il pourrait avoir pour chaque MADS-TF. 

 

 

 

En résumé 

Comme nous l’avons vu dans cette partie, les MADS-TFs sont essentiels à la survie des 

angiospermes car ils sont impliqués dans la floraison, dans le développement de la fleur et 

dans sa fertilité. Le phénotype très fort des quadruples mutants sep1sep2sep3sep4 est 

quelquefois observé dans la nature notamment chez des plantes infectées par des bactéries, 

appelées phytoplasmes. Nous allons maintenant nous intéresser à ces bactéries et plus 

précisément à leurs effecteurs qui ciblent les MADS-TFs dont SEP3 et causent des phénotypes 

floraux délétères.  
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II. Les phytoplasmes, bactéries parasitaires de nombreux végétaux  

A. La découverte et la classification des phytoplasmes 

Les phytoplasmes sont des bactéries parasitaires obligatoires ce qui signifie qu’ils ne peuvent 

vivre et se reproduire qu’au sein et aux dépens d’un organisme en lui soustrayant les 

ressources dont ils ont besoin. La première caractérisation de symptômes due à l’infection par 

des phytoplasmes remonte à plus de 1000 ans en Chine (M. Q. Wang et Maramorosch 1998; 

Namba 2019). Les plantes observées comportaient des fleurs vert-pâle et n’étaient 

aucunement considérées comme des plantes malades mais plutôt offertes en guise de 

cadeaux prestigieux. Ce n’est qu’à partir des années 1900 que des observations de 

jaunissement des fleurs de Reine-marguerite (Callistephus chinensis) sont considérées comme 

des symptômes d’une maladie. Les chercheurs pensent alors que cette maladie provient d’un 

virus infectant les plantes et se propageant par les cicadelles (Kunkel 1926). Dans le début des 

années 1960, des bactéries ont été observées au microscope dans les cellules de phloème de 

plants de riz et de cannes à sucre ainsi que dans des insectes appelés cicadelles (Doi et al. 

1967; Shikata, Teng, et Matsumoto 1969). Avec ces premiers clichés microscopiques, les 

phytoplasmes sont d’abord considérés comme des mycoplasmes car comme eux, ils ne 

comportent pas de parois cellulaires et sont de petite taille ; ils sont d’ailleurs nommés MLO 

pour Mycoplasma-Like-Organisms (Doi et al. 1967; Maramorosch, Shikata, et Granados 1968; 

Shikata, Teng, et Matsumoto 1969). Les mycoplasmes sont des parasites animaux qui infectent 

entre autres les humains ; ils appartiennent à l’embranchement des Tenericutes (bactéries 

sans paroi cellulaire) et à la classe des Mollicutes (bactéries sans paroi cellulaire avec un 

cytosquelette interne) (Trachtenberg 1998) (Figure 14). Dans la fin des années 1980 et le 

début des années 90, l’étude des séquences d’acide ribonucléique des ribosomes (ARNr) 16S 

suggèrent que les MLO seraient plus proches d’autres mollicutes appelés Acholeplasmes (Lim 

et Sears 1989; Kuske et Kirkpatrick 1992). Finalement en 1992 les phytoplasmes, organismes 

parasitaires de plantes et d’insectes sont séparés des mycoplasmes et forment un nouveau 

genre appelé « Candidatus Phytoplasma » ou Phytoplasmes au sein de la famille des 

Acholeplasmataceaes (« International Committee on Systematic Bacteriology Subcommittee 

on the Taxonomy of Mollicutes » 1993). Ce n’est que récemment que la classification des 

phytoplasmes semble adopter des règles bien définies basées sur l’analyse d’ARNr 16S (Pérez-

López et al. 2016; Y. Zhao et Davis 2016). 



43 
 

 

Figure 14 : Arbre phylogénétique des phytoplasmes d’après Hug et al. 2016. Les branches de l’arbre 
ne sont pas à l’échelle temporelle.  
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B. Une bactérie adaptée pour le parasitisme efficace 

Les phytoplasmes sont des bactéries particulièrement adaptées au parasitisme par leur cycle 

d’infection et leur génome ce qui explique en partie la diversité d’organismes qu’ils infectent. 

Si les phytoplasmes ont été observés dans les plantes et les cicadelles, c’est parce qu’ils sont 

capables d’infecter et de se multiplier dans ces deux organismes. L’organisme le plus 

grandement affecté par l’infection est la plante d’où le nom de phytoplasme. Cependant les 

phytoplasmes ont besoin d’infecter les insectes pour se propager dans les plantes. 

1. Un cycle de vie dans deux hôtes très différents 

a. Le vecteur mobile des phytoplasmes : les hémiptères 

La zone d’échange entre les insectes et les plantes est l’un des deux tissus conducteurs de 

sève chez les spermatophytes (angiospermes et gymnospermes) appelé le phloème. Il est 

constitué de cellules vivantes (tubes criblés et cellules compagnes) qui permettent le transport 

de sève élaborée contenant de l’eau et les produits de la photosynthèse nécessaires au 

développement des organes de la plante (Figure 15). 

 

Figure 15 : Schéma des tissus conducteurs et des constituants du phloème chez les angiospermes. 
(A) Schéma des deux tissus conducteurs de sève chez les angiospermes. (B) Schéma des types de 
cellules constituant le phloème d’après le site de cours en ligne courses.lumenlearning.  

Le cycle d’infection des phytoplasmes se compose de quatre phases (Figure 16). Les cicadelles, 

psyllides et fulgores, insectes hémiptères phytophages se nourrissent des nutriments présents 



45 
 

dans la sève dite élaborée véhiculée par le phloème des plantes (Weintraub et Beanland 

2006). Pour se nourrir, les insectes insèrent leur rostre dans la plante jusqu’aux cellules du 

phloème et ingèrent les nutriments issus de la photosynthèse. Si la cicadelle se nourrit de la 

sève d’une plante infectée, elle peut ingérer également des phytoplasmes et être infectée 

(Figure 16.A). Commence alors la période dite de latence pendant laquelle les phytoplasmes 

se multiplient dans l’insecte avant de pouvoir être de nouveau inoculés dans une nouvelle 

plante (Figure 16.B). Les phytoplasmes sont très rarement nocifs pour leurs insectes 

vecteurs puisque leurs effecteurs ne ciblent pas, en général, les protéines animales. Cette 

période dure en général une dizaine de jours mais peut être de durée variable selon différents 

facteurs (Whitcomb, Jensen, et Richardson 1966; Murral et al. 1996). Une fois ingérés, les 

phytoplasmes se multiplient dans l’intestin de la cicadelle et traversent la paroi intestinale 

pour se trouver dans l’hémolymphe (fluide équivalant au sang chez les invertébrés) (Özbek et 

al. 2003; Hogenhout et al. 2008). Ils peuvent ensuite se multiplier dans tout l’organisme de 

l’insecte et plus particulièrement dans les glandes salivaires. Si la cicadelle infectée se nourrit 

de la sève d’une plante saine, elle va excréter de la salive contenant des phytoplasmes dans 

les cellules du phloème de la plante saine (Figure 16.C) et ainsi infecter celle-ci (Figure 16.D) 

(Nault 1997).  

 

Figure 16 : Schéma du cycle d’infection des phytoplasmes d’après Sugio, MacLean, et al. 2011. 
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b. Les phytoplasmes, petites bactéries sectorisées dans le phloème des 

plantes 

Après inoculation par les cicadelles, les phytoplasmes se trouvent donc dans les cellules du 

phloème de la plante. Aucun phytoplasme connu à ce jour n’a été observé dans d’autres 

cellules chez la plante que dans les tubes criblés et les cellules compagnes du phloème ; il est 

donc supposé qu’ils soient restreints à cette zone et qu’ils ne puissent se déplacer que dans 

ces cellules. Sur la Figure 17, on peut d’ailleurs observer la forme pléomorphique des 

phytoplasmes ainsi que leur petite taille autour de 200 à 800 nm. Les phytoplasmes semblent 

adhérer aux membranes plasmiques des cellules du phloème et se déplacer uniquement par 

les pores des tubes criblés du phloème (Figure 17.B).  

 

Figure 17 : Cellules de phloème d’Arabidopsis thaliana infectées par « Candidatus Phytoplasma 
asteris » observées au microscope électronique à balayage d’après Pagliari et al. 2016. (A) 
Phytoplasmes adhérant à la membrane plasmique des cellules du phloème, la flèche montre un 
phytoplasme en division. i. Phytoplasme pléomorphe, la flèche montre la densité électronique 
correspondant à la membrane du phytoplasme. (B) Phytoplasme traversant un tube criblé. Les échelles 
correspondent à 500nm. c : callose, ph : phytoplasme, SE : élément du tube criblé, sp : pore du tube 
criblé. 

2. Les plantes infectées par les phytoplasmes  

Les phytoplasmes infectent des centaines d’espèces différentes de plantes. Leur mode de 

transmission et leur génome particulièrement adapté à la vie de parasite leur permettent une 

adaptation très forte et un développement rapide. On trouve les phytoplasmes dans de 
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nombreux groupes de plantes à graines appelées spermatophytes (Figure 18) (Bertaccini et al. 

2014) aussi bien chez les angiospermes que chez les gymnospermes. C’est au sein des 

angiospermes que le plus grand nombre d’espèces sont touchées, qu’elles soient 

monocotylédones ou dicotylédones. De très nombreuses cultures à fort intérêt agronomique 

et donc économique sont infectées partout dans le monde ; on peut citer par exemple les 

cultures de coton, vigne, riz, blé, maïs et bien d’autres (Bertaccini et al. 2014).  

 

Figure 18 : Arbre phylogénétiques des embryophytes. Les branches de l’arbre ne sont pas à l’échelle 
temporelle. Les divisions écrites en noir contiennent des espèces infectées par les phytoplasmes. 

3. Les défenses primaires des plantes et leur court-circuitage par les 

phytoplasmes 

Depuis toujours, parasites et hôtes évoluent conjointement pour améliorer leur pathogénicité 

ou leur résistance respectivement. Les plantes ont développé des moyens de défense robustes 

et efficaces contre la plupart des agresseurs. Cependant dans le cas des phytoplasmes, la 

pénétration dans la plante contourne ces défenses primaires. Pour montrer ce 

contournement, nous allons d’abord définir les défenses primaires des plantes puis expliquer 

comment les phytoplasmes évitent ces mécanismes. 

a. Les défenses primaires des plantes, protection globale et ciblage des 

effecteurs 

i. La défense basale des plantes, une reconnaissance non spécifique 

Lorsqu’un microorganisme pathogène se trouve en contact d’une plante, il utilise différents 

stratagèmes afin de se lier et de rentrer dans les cellules végétales. Cependant, une première 

ligne de défense appelée PAMP-Triggered Immunity (PTI) est présente à la surface des cellules 
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végétales. Cette défense, non spécifique du pathogène est déclenchée lors de la 

reconnaissance extracellulaire de diverses molécules par des récepteurs transmembranaires 

(PRRs pour Pattern Recognition Receptors) des cellules végétales. Les molécules reconnues 

sont de deux types : les PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns) et MAMPs 

(Microbe-Associated Molecular Patterns) provenant le plus souvent de la paroi cellulaire ou 

de la membrane de l’agent pathogène ainsi que les DAMPs (Damage-Associated Molecular 

Patterns) provenant de la dégradation des parois végétales par l’agent pathogène. Cette 

reconnaissance entraine une cascade de signalisation induisant les gènes de résistance (gènes 

R) des plantes (Figure 19.A). Cependant cette PTI peut être supprimée par la production de 

protéines de virulence appelées effecteurs par les agents pathogènes et mène à une Effector-

Triggered Susceptibility (ETS). La suppression de la PTI induit une seconde ligne de défense 

appelée Effector-Triggered Immunity (ETI) (Jones et Dangl 2006).  

 

Figure 19 : Schéma des réactions de défense des plantes. (A) Mécanismes de mise en place de la PTI 
(B) Mécanismes de mise en place de l’ETS (inhibition par les effecteurs pathogènes) et de l’ETI 
(reconnaissance d’un effecteur qui induit les défenses des plantes) (C) Mécanismes de défense des 
plantes lors de l’attaque d’un phytoplasme. La PTI est contournée et l’ETI pourrait être induite, mais 
cela n’a jamais été démontré. Les flèches à bord entaillé représentent des cascades de signalisation. 
PRRs : Pattern Recognition Receptors. Les textes en italique expliquent les mécanismes d’action. 
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ii. La défense intracellulaire des plantes, spécificité effecteur-protéine de 

résistance 

L’ETI est une résistance spécifique qui implique la reconnaissance des effecteurs produits, par 

des protéines R de la plante hôte. Ces protéines sont codées par des gènes R. A la suite de 

cette nouvelle reconnaissance intracellulaire, une cascade de signalisation est entraînée 

(Figure 19.B). Cette cascade induit notamment la synthèse d’acide jasmonique (JA) et 

d’éthylène importants pour la défense contre les insectes et les organismes nécrotrophes 

(Creelman et Mullet 1997; Thomma et al. 1999) ainsi que d’acide salicylique important pour 

la défense contre les organismes biotrophes et hémi-biotrophes (Delaney et al. 1994). 

b. La pénétration non destructive des phytoplasmes dans la plante et le 

contournement des réactions de défense des plantes 

La grande force du système de pénétration des phytoplasmes dans la plante via les cicadelles 

est qu’elle est non destructive et apoplastique. Ainsi aucune dégradation de paroi cellulaire 

végétale n’est réalisée et aucun DAMP n’est perçu par la plante (Weintraub et Beanland 2006). 

Les phytoplasmes n’ayant pas de paroi cellulaire et étant directement inoculés dans la cellule, 

aucun MAMP ne peut être reconnu dans le milieu extracellulaire : toute la PTI est contournée 

(Figure 19.C). La reconnaissance des effecteurs par les protéines R de la plante menant à l’ETI 

se fait dans le milieu intracellulaire des cellules végétales le plus souvent (Jones et Dangl 2006). 

Cependant, il n’a jamais été montré que les cellules de tubes criblés puissent induire une ETI. 

Il est donc possible que les effecteurs des phytoplasmes ne soient pas reconnus par des 

protéines R des plantes dans ce type de cellules ou qu’ils soient capables d’inhiber l’ETI (Sugio, 

MacLean, et al. 2011). Il a cependant été montré dans des feuilles de tabac que certains 

effecteurs de phytoplasmes peuvent induire une ETI et que d’autres (semblables à l’effecteur 

TENGU que nous verrons ultérieurement) peuvent l’inhiber (N. Wang et al. 2018). 

4. Un petit génome adapté au parasitisme (exemple de la souche 

‘Candidatus Phytoplasma asteris’ Onion Yellows : OY) 

Une des caractéristiques des mollicutes est leur génome particulièrement petit entre 580kb 

et 2Mb (Citti et al. 2018) contenant un taux de bases guanines (G) et thymines (T) faible. Nous 

allons ici nous intéresser principalement au génome de la souche de notre étude « Candidatus 

Phytoplasma asteris » Onion Yellow strain (OY). 
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a. Un petit génome codant pour peu de gènes différents  

Les phytoplasmes sont des eubactéries et ne contiennent donc pas de noyau. Leur information 

génétique contenue dans leur chromosome et leurs plasmides est située dans le cytoplasme. 

Il existe deux mutants très étudiés de la souche sauvage OY-W : OY-Mildly pathogenic line (OY-

M) une souche moins pathogène que la sauvage (Shiomi et al. 1998; K. Oshima et al. 2001) 

ainsi que OY-Non-Insect-Transmissible derivative of OY-M (OY-NIM) non transmissible par 

insecte que nous ne détaillerons pas ici (K. Oshima et al. 2001). A l’heure actuelle, deux 

génomes ont été séquencés : celui de la souche OY-W (presque complétement séquencée : 

750kb sur 1Mb total (K. Oshima et al. 2001; Kenro Oshima et al. 2002)) et celui de la souche 

OY-M (totalement séquencé pour une taille de 860kb (Kenro Oshima et al. 2004)). Nous allons 

nous intéresser majoritairement au génome de OY-M (du fait de son séquençage précis et très 

semblable à celui de OY-W) que nous allons comparer à d’autres génomes bactériens : Bacillus 

subtilus (B. subtilus), Mycoplasma genitalium (M. genitalium) et la souche 

« Candidatus Phytoplasma asteris » aster yellows witches' broom (AY-WB) (Tableau 1). Cette 

comparaison a pour but de montrer les différences et similitudes avec une bactérie non 

parasitaire éloignée phylogénétiquement (B. subtilus), une bactérie proche 

phylogénétiquement (même classe, Figure 14) parasitaire chez les animaux (M. genitalium) 

ayant le plus petit génome connu de cette classe et une autre souche de phytoplasmes (même 

genre, Figure 14) parasitaire chez les végétaux et les insectes vecteurs (AY-WB) (Tableau 1). 

On peut tout d’abord observer que les deux souches de phytoplasmes comportent un génome 

de petite taille (4 à 5 fois plus petits que B. subtilus, Tableau 1) de même ordre de grandeur 

que les mycoplasmes. Il est important de remarquer que les phytoplasmes semblent coder 

moins de gènes différents par rapport à la taille de leur génome que d’autres bactéries (72 et 

73% contre 87 et 88% du génome respectif, Tableau 1). Ceci peut s’expliquer par la structure 

de leur génome ; les génomes des phytoplasmes comportent de grandes et nombreuses 

portions d’ADN répétées. Ces portions comportent souvent des gènes répétés et sont 

organisées au sein de groupes d’ADN transposables appelés PMU (pour potential mobile 

units). Ces PMUs peuvent être transposés lors de la réplication de l’ADN du phytoplasme et 

créer une grande variabilité et adaptation du génome des phytoplasmes (Bai et al. 2006). 

Certains gènes ou pseudogènes compris dans ces PMUs codent pour des protéines 

pathogènes ou des protéines permettant l’apport d’énergie que nous allons détailler ci-après. 
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Tableau 1 : Comparaison des génomes de Bacillus subtilus, Mycoplasma genitalium, AY-WB et OY-
M. ? : donnée inconnue, + : présence des gènes dans le génome, - : absence des gènes dans le génome. 
Les données ont été obtenues dans les publications suivantes : Kunst et al. 1997; Kenro Oshima et al. 
2002; 2004; Bai et al. 2006; Glass et al. 2006. 

b. Un génome adapté au détournement de métabolites de l’hôte 

Si l’on s’intéresse plus particulièrement aux gènes codés par les génomes de phytoplasmes, 

on peut remarquer que beaucoup de voies métaboliques sont absentes ou incomplètes 

(Tableau 1) alors qu’elles sont présentes chez B. subtilus et parfois chez M. genitalium. Les 

phytoplasmes ne disposent ni de gènes leur permettant la synthèse de nucléotides et d’acides 

aminés (nécessaires à la réplication de leur ADN et à la production de leur protéine) ni de 

gènes permettant la production d’énergie (voie des pentoses phosphates, système 
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phosphotransférase, ATP synthase, cycle de Krebs) (Kenro Oshima et al. 2002; 2004; Bai et al. 

2006). Il semblerait que seule la glycolyse puisse leur permettre de produire de l’énergie. 

Certains gènes glycolytiques ont même été observés à plusieurs endroits du génome de la 

souche OY-W (Kenro Oshima et al. 2007). Ces gènes répétés font partie de PMUs montrant 

que ces gènes conservés jouent un rôle primordial dans la production d’énergie de ces 

bactéries. Les phytoplasmes possèdent de nombreux transporteurs leur permettant de 

subtiliser à leur hôte les molécules dont ils ont besoin (ATP, acides aminés, sucre, métaux, 

ions) (Kenro Oshima et al. 2002; 2004; Bai et al. 2006). Vivant dans les cellules du phloème 

particulièrement riches en sucres et autres molécules nécessaires à la vie des cellules, les 

phytoplasmes ont pu réduire leur génome et surtout les gènes nécessaires à la production de 

sucre et d’énergie. Il est intéressant de constater que Xylella fastidiosa, une autre bactérie 

phyto-pathogène mais vivant dans les cellules du xylème moins riches que celles du phloème 

utilise diverses voies non présentes chez les phytoplasmes (cycle de Krebs, synthèse d’ATP) 

(Simpson et al. 2000; Kenro Oshima et al. 2002).  

c. Un génome favorisant la pathogénicité chez les plantes 

D’autres gènes codés par les phytoplasmes favorisent la propagation des phytoplasmes dans 

la plante. En effet, certains gènes trouvés chez OY-M, OY-W et AY-WB codent pour des 

protéines homologues à des métalloprotéases nommées FtsH et hflB. Il est supposé que ces 

protéases puissent dégrader les protéines de défense sécrétées par la plante (Kenro Oshima 

et al. 2002; 2004; Bai et al. 2006). On trouve également dans ces génomes trois protéines 

homologues nécessaires pour la translocation de protéines vers le milieu extracellulaire (ici le 

cytoplasme des cellules du phloème) : secA, secE et secY (Economou 1999; Kakizawa et al. 

2001; Kenro Oshima et al. 2002). Ces trois protéines assemblées créent un complexe qui 

autorise uniquement la translocation de protéines possédant une séquence particulière : la 

séquence signal (Blobel et Dobberstein 1975). Ce phénomène de translocation est appelé voie 

Sec-dépendante et permet la libération des effecteurs mobiles de phytoplasmes dans le 

cytoplasme des cellules du phloème ; ces effecteurs migreront ensuite dans les divers organes 

de la plante par la voie symplastique du fait de leur petite taille (Hoshi et al. 2009; Bai et al. 

2009; MacLean et al. 2011). Les effecteurs de phytoplasmes ont été recherchés et identifiés 

dans les différents génomes séquencés en recherchant informatiquement la présence de la 

séquence signal. D’après diverses recherches, de nombreux effecteurs ont été trouvés 
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représentant jusqu’à 15% des gènes codés par chaque génome respectif (Bai et al. 2009; Hoshi 

et al. 2009; Chung et al. 2013; Anabestani et al. 2017). Plus particulièrement, 30 effecteurs 

potentiels ont été trouvés dans le génome OY-M et deux de ces effecteurs (TENGU et PHYL1OY) 

ont été très étudiés et seront détaillés dans la partie suivante (Hoshi et al. 2009; Maejima et 

al. 2014). Les différents effecteurs exprimés par les phytoplasmes sont d’ailleurs 

différemment exprimés en fonction de l’espèce infectée (insecte ou plante) ; certains 

effecteurs dérégulant les mécanismes moléculaires des plantes sont plus exprimés lorsque les 

phytoplasmes infectent les plantes que les insectes (Hoshi et al. 2009; MacLean et al. 2011). Il 

est également intéressant de noter une redondance ou identité entre certains effecteurs de 

souches différentes (Chung et al. 2013; Anabestani et al. 2017). Ces effecteurs homologues ne 

représentent pas la majorité des effecteurs de chaque souche mais laissent supposer que les 

gènes codant pour des effecteurs évoluent plus rapidement que les autres gènes du génome 

sans doute pour s’adapter aux espèces infectées (Chung et al. 2013). De plus, certains 

effecteurs tels que SAP54 (un effecteur homologue à PHYL1OY) sont présents sur le PMU2 du 

génome de la souche AY-WB suggérant une évolution mais aussi une conservation de ces 

effecteurs (Sugio et Hogenhout 2012). Il semblerait donc que les effecteurs des phytoplasmes 

demeurent la clé de leur survie et de leur adaptation.  

C. Caractérisation des maladies et effecteurs associés 

Chaque effecteur et ses homologues utilisent des mécanismes moléculaires de pathogénicité 

similaires et peuvent engendrer un ou plusieurs symptômes et maladies. C’est pourquoi, les 

différentes maladies ne sont pas toujours trouvées au sein d’une plante infectée ; certaines 

souches de phytoplasmes causent certains symptômes plus que d’autres en fonction des 

effecteurs qu’elles contiennent. On peut cependant citer les cinq principaux symptômes et 

maladies causés par les phytoplasmes : le nanisme, la maladie du « balai de sorcière », le 

gondolement de feuilles, la virescence et la phyllodie. 

1. Le nanisme : la dérégulation des mécanismes de réponse à l’auxine 

Le nanisme chez les plantes est caractérisé par une réduction de la longueur des entre-nœuds 

des tiges, de la taille des feuilles, des fleurs et globalement de la plante entière (Figure 20). 

Cette maladie est liée à une dérégulation de la croissance de la plante dans laquelle est 

largement impliquée une hormone bien connue : l’auxine ou acide indole acétique (IAA) 

(Hoshi et al. 2009; Minato et al. 2014; Paque et Weijers 2016). 
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Figure 20 : Observation de symptômes de nanisme et de maladie du « balai de sorcière » causés par 
les phytoplasmes sur des plants d’A. thaliana. La plante infectée par la souche AY-WB (droite) montre 
une taille réduite (nanisme) et un grand nombre de tiges secondaires (encart) par rapport à la plante 
sauvage (gauche) (Sugio, Kingdom, et al. 2011). Les barres blanches correspondent à 1cm. 

Le premier effecteur de phytoplasme isolé est TENGU (Hoshi et al. 2009). Il a été montré que 

la surexpression de cet effecteur chez A. thaliana et Nicotiana benthamiana reproduit les 

symptômes de nanisme, de stérilité des fleurs mais aussi de la maladie « du balai de sorcière » 

induits par la souche OY-W dont il est isolé (Hoshi et al. 2009; Minato et al. 2014). TENGU a 

été observé par analyse immunohistochimique dans le cytoplasme des bourgeons apicaux 

ainsi qu’au niveau de l’apex d’A. thaliana. Cela démontre la mobilité des effecteurs 

contrairement aux phytoplasmes restreints aux cellules du phloème. De nombreux gènes 

impliqués dans le transport de l’hormone auxine (de la famille pin-formed (PIN)) mais aussi 

dans la signalisation et la réponse à cette hormone (des familles AUX/IAA, small auxin-induced 

RNA (SAUR), GH3 ainsi que les auxin response factor (ARF) 6 et 8) sont sous-exprimés dans les 

plantes transgéniques surexprimant TENGU (Hagen et Guilfoyle 2002; Petrásek et al. 2006; 

Hoshi et al. 2009; Minato et al. 2014). Une baisse du niveau d’auxine (IAA) est observée dans 

les bourgeons des plantes 35S:TENGU même si les mécanismes moléculaires responsables de 

cette baisse ne sont pas clairement déterminés (Minato et al. 2014). Ces observations 

montrent que l’effecteur TENGU induit de nombreuses modifications dans les mécanismes de 

signalisation, de régulation, de transport et de synthèse de l’auxine. De plus, les ARF6 et 8 

stimulent l’expression du gène LIPOXYGENASE 2 (LOX2) qui est impliqué dans la première 
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étape de la synthèse d’acide jasmonique (JA) et dans la senescence des plantes (Bell, 

Creelman, et Mullet 1995; Schommer et al. 2008). La synthèse de JA est nécessaire à 

l’expression des gènes MYB21 et MYB24 impliqués dans le développement des pétales et 

étamines ainsi que dans la croissance du gynécée (Reeves et al. 2012). Il a également été 

montré par expression de diverses versions tronquées de TENGU chez A. thaliana que les 11 

premiers acides aminés après la séquence signal sont nécessaires et suffisants pour l’activité 

de TENGU (Figure 21 et Figure 22) (Sugawara et al. 2013). Ainsi, l’effecteur TENGU altère très 

fortement l’expression et les mécanismes liés à deux hormones primordiales chez les plantes 

(l’auxine et JA). Il provoque le nanisme et la stérilité des plantes en déréglant la synthèse, la 

signalisation et les mécanismes de réponse à l’auxine mais aussi la synthèse de JA (Figure 21).  

 

Figure 21 : Schéma des mécanismes d’action de l’effecteur TENGU induisant le nanisme et la stérilité 
des fleurs. Les activations/inhibitions vertes et grises représentent les mécanismes chez une plante 
saine et chez une plante infectée respectivement. Les textes en italique indiquent les phénotypes 
observés sur une plante saine (vert) et une plante infectée (gris). JA : acide jasmonique. 

TENGU est, avec ses homologues, le seul effecteur des phytoplasmes capable d’induire le 

nanisme. Cette famille d’effecteur est très conservée entre les souches mais très différente, 

en termes de structure, des autres familles d’effecteurs dont nous allons parler ci-après. La 

longueur de TENGU et de ses homologues est d’environ 70 acides aminés alors que les autres 

effecteurs en comportent en général au moins 100 (Figure 22) (S.-T. Cho, Lin, et Kuo 2019). Il 

a également été montré par western blot que lorsqu’exprimé dans la plante, TENGU (et ses 

homologues) est clivé par une protéine de plante non identifiée (Sugawara et al. 2013). Ce 

clivage n’a pas été observé pour les autres types d’effecteurs ce qui montre davantage la 

particularité de l’effecteur TENGU et de ses homologues (Figure 22).  
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Figure 22 : Alignement de séquences des effecteurs TENGU de différentes souches de phytoplasmes 
d’après Sugawara et al. 2013. Les acides aminés colorés en noir, gris et blanc sont totalement 
conservés, très conservés ou peu conservés respectivement. La flèche blanche montre le site de clivage 
de la séquence signal prédite. Le cadre en gris correspond au domaine fonctionnel (DF) identifié de 
TENGUOY-M.  

2. La maladie du « balai de sorcière » (witches’ broom : WB) : la 

déstabilisation des CYC/TB1-TCP  

La maladie WB se caractérise par la prolifération incontrôlée de tiges chez la plante. En effet, 

la dominance normalement contrôlée d’un bourgeon apical par rapport aux autres 

(bourgeons secondaires) est supprimée ce qui conduit à la croissance et à la prolifération de 

bourgeons secondaires (Figure 20). 

Plusieurs effecteurs peuvent causer des symptômes de maladie WB comme TENGU ou les 

effecteurs que nous allons détailler ci-après. L’effecteur SWP1 (pour secreted Wheat Blue 

Dwarf phytoplasma protein 1) isolé de la souche Wheat Blue Dwarf, a permis de comprendre 

les mécanismes moléculaires causant cette maladie (N. Wang et al. 2017; 2018). La 

surexpression de SWP1 reproduit les symptômes de la maladie WB de la souche Wheat Blue 

Dwarf. Les mécanismes moléculaires élucidés montrent que SWP1 lie et déstabilise certains 

facteurs de transcription TCP (pour TEOSINTE BRANCHED1, CYCLOIDEA, PROLIFERATING CELL 

FACTORS) de classe II (N. Wang et al. 2018). Cette classe de facteurs de transcription est 

composée de deux familles : les CINCINNATA-related TCP (CIN-TCP) et les 

CYCLOIDEA/TEOSINTE BRANCHED1 TCP (CYC/TB1-TCP) (Kosugi et Ohashi 2002). Les 

expériences de Y2H et BiFC montrent que SWP1 se lie à tous les facteurs de transcription de 

la famille des CYC/TB1-TCP et notamment TCP18 et TCP12 (nommé BRANCHED1 et 2 (BRC1 et 

2) respectivement). La dégradation de BRC1 et BRC2 par SWP1 serait dépendante de la voix 

ubiquitine/protéasome 26S : les protéines ciblées sont poly-ubiquitinées puis transportées 
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par les protéines RADIATION SENSITIVE23 (RAD23) jusqu’au protéasome 26S par lequel elles 

seraient dégradées. Le protéasome 26S est un complexe très étudié et connu pour la 

dégradation de protéines dans lequel interviennent très fréquemment les protéines RAD23 

(Hershko et Ciechanover 1998; Farmer et al. 2010). Les expériences de co-expression de BRC1 

et SWP1 dans des feuilles de tabac suivies de quantification des abondances protéiques par 

western-blot montrent qu’avec un traitement d’inhibiteur du protéasome, la dégradation est 

inhibée (N. Wang et al. 2018). BRC1 participe à la conservation de la dominance du bourgeon 

apical en réprimant la croissance et le développement des bourgeons axillaires. Les mutants 

brc1 développent un grand nombre de tiges très semblables au phénotype de la maladie WB 

(Aguilar-Martínez, Poza-Carrión, et Cubas 2007). Ainsi en dégradant BRC1, SWP1 inhibe la 

répression de la croissance et du développement des bourgeons axillaires engendrant la 

prolifération des tiges et la maladie WB (Figure 23). Des expériences de mutagénèse, 

d’expression des protéines mutées chez A. thaliana et de localisation de ces protéines mutées 

dans la plante par fluorescence ont montré que les trente derniers acides aminés ainsi que la 

localisation nucléaire de SWP1 sont nécessaires à son activité (N. Wang et al. 2018). 

 

Figure 23 : Schéma des mécanismes d’action des effecteurs TENGU, SWP1 et SAP11 induisant la 
maladie WB. Le point d’interrogation représente les mécanismes d’action non élucidés. Les textes en 
italique indiquent les phénotypes observés sur une plante infectée.  

La surexpression chez A. thaliana d’un effecteur homologue à SWP1 appelé SAP11 (pour 

secreted AY-WB protein 11) isolé de la souche AY-WB reproduit les symptômes de la maladie 

WB (Sugio, Kingdom, et al. 2011). Cette famille d’effecteurs semble cibler les TCPs (Sugio, 

Kingdom, et al. 2011; Sugio, MacLean, et Hogenhout 2014; N. Wang et al. 2018; Chang et al. 

2018; Marrero et al. 2020). Ces effecteurs sont plus différents en termes de séquence que la 
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famille des effecteurs homologues de TENGU (Figure 24). Certains de ces effecteurs semblent 

comporter un site de localisation nucléaire (comme SAP11 et surement SWP1, Bai et al. 2009; 

N. Wang et al. 2018) mais aussi des domaines prédits d’interaction en coiled-coil (Figure 24). 

La similitude entre ces effecteurs laisse supposer qu’ils auraient des mécanismes moléculaires 

d’action similaires. En effet, il a été montré par co-expression de SAP11 et BRC1 et BRC2 dans 

des feuilles de tabac suivie de quantification des abondances protéiques par western-blot que 

SAP11 déstabilise BRC1 et BRC2 (N. Wang et al. 2018; Chang et al. 2018). Mais les mécanismes 

d’interaction et de dégradation n’ont pas été élucidés. De même, les mécanismes 

moléculaires qui causent la maladie « du balai de sorcière » lors de la surexpression de TENGU 

n’ont pas encore été élucidés (Figure 23).  

 

Figure 24 : Alignement de séquences des effecteurs SWP1, SAP11 et de leurs homologues d'après 
Cho, Lin, et Kuo 2019. Les cadres noirs, vert et bleus représentent les domaines prédits de séquence 
signal, de localisation nucléaire et d’interaction en coiled-coil respectivement.  
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3. Le gondolement des feuilles : la déstabilisation des CIN-TCP  

La surexpression de SAP11 reproduit les symptômes de la maladie WB mais aussi de feuilles 

gondolées (« crinkled leaves ») de la souche AY-WB (Figure 25).  

 

Figure 25 : Observation de symptômes gondolement de feuille causés par les phytoplasmes sur des 
plants d’A. thaliana. La feuille d’une plante sauvage (gauche) par rapport à la feuille gondolée d’une 
plante 35S:SAP11 (droite) (Sugio, Kingdom, et al. 2011). La barre blanche correspond à 1cm. 

SAP11 lie les CIN-TCP (notamment les TCP2, TCP4 et TCP13) grâce à son domaine prédit 

d’interaction en coiled-coil comme l’ont montré les expériences de co-IP et de Y2H (Figure 24). 

Les expériences de co-agroinfiltration et les images au microscope confocal montrent que 

SAP11 déstabilisent TCP2 et TCP13 et que la localisation nucléaire est nécessaire pour cette 

déstabilisation (Sugio, Kingdom, et al. 2011; Sugio, MacLean, et Hogenhout 2014; Marrero et 

al. 2020). Les plantes octuples mutantes cin-tcp présentent de larges feuilles gondolées ainsi 

que de petites cellules dont la croissance est réprimée (Efroni et al. 2008). Ainsi en 

déstabilisant les CIN-TCP, SAP11 provoquent les symptômes de feuilles gondolées (Figure 26).  

 

Figure 26 : Schéma des mécanismes d’action de SAP11 induisant le gondolement des feuilles Les 
activations/inhibitions vertes et grises représentent les mécanismes chez une plante saine et chez une 
plante infectée respectivement. Les textes en italique indiquent les phénotypes observés sur une 
plante saine (vert) et une plante infectée (gris).  
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4. La phyllodie et la virescence : la dégradation des MADS-TF floraux par 

les effecteurs phyllogènes 

Les effecteurs, symptômes et mécanismes moléculaires de la phyllodie seront davantage 

détaillés ci-dessous car ils sont au cœur de notre étude. 

a. Caractérisation des phénotypes de phyllodie 

La phyllodie se caractérise par une malformation des organes floraux (sépales, pétales, 

étamines et carpelles). Dans les cas peu sévères, un simple verdissement de certains organes 

non verts à l’état sauvage (pétales et étamines) est observé (Figure 27.B). Ce verdissement est 

appelé virescence et correspond en fait, à une forme atténuée de la phyllodie (Namba 2019). 

Dans les cas extrêmes, les 4 couronnes présentent des organes très semblables à des feuilles 

(présence de trichomes, cellules de feuilles) (Figure 27.A) Dans ces cas, on observe aussi une 

nouvelle inflorescence qui repart du centre de la « fleur » précédente (l’emplacement du 

carpelle) (MacLean et al. 2011). Cette nouvelle inflorescence va, à son tour, produire des 

organes malformés et une autre inflorescence va démarrer à l’emplacement de son carpelle 

et ainsi de suite (Figure 27.C). Ce phénomène est appelé croissance indéterminée de la fleur 

en opposition à la croissance déterminée d’une fleur qui cesse lorsque tous ses organes 

floraux sont formés. Cette croissance ininterrompue de la fleur a valu aux plantes infectées 

par les phytoplasmes causant la phyllodie, le nom de plantes « zombie » car elles ne peuvent 

plus se reproduire mais survivent et permettent la multiplication des phytoplasmes. De 

nombreux phénotypes ont été observés chez des plants d’A. thaliana surexprimant les 

effecteurs induisant la phyllodie. Certains de ces phénotypes ressemblent beaucoup à des 

doubles mutants ap1 cal, des triples ou quadruples mutants sep1sep2sep3, sep1sep2sep3sep4 

et aussi à des mutants sep ap1 (MacLean et al. 2011; Maejima et al. 2014; Aurin et al. 2020). 
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Figure 27 : Observation des différents symptômes de phyllodie. (A) Les fleurs d’une plante sauvage 
d’A. thaliana (gauche) et d’une plante infectée par la souche AY-WB (droite) montrant une 
malformation des organes floraux en organes semblables à des feuilles (MacLean et al. 2014). (B) Les 
fleurs d’une plante sauvage de Pétunia (gauche) et d’une plante surexprimant l’effecteur phyllogène 
PHYL1OY (droite) montrant un verdissement des pétales et étamines (virescence) et une légère 
malformation des organes floraux (Kitazawa et al. 2017). (C) Inflorescences d’une plante sauvage d’A. 
thaliana (gauche) et de plantes infectées surexprimant l’effecteur phyllogène SAP54 (milieu et droite) 
montrant une croissance indéterminée des fleurs (flèches blanches, droite) (MacLean et al. 2011). La 
barre blanche corresponde à 0,5cm. 

b. Mécanismes moléculaires d’action des effecteurs responsables de la 

phyllodie 

Les effecteurs responsables de la phyllodie sont appelés phyllogènes (pour phyllody-inducing 

genes) et sont des effecteurs, d’environ 100 acides aminés, très semblables en termes de 

séquences primaires, secondaires et tertiaires comme nous le verrons dans la partie suivante. 

Trois effecteurs responsables de cette maladie ont été identifiés et très étudiés : SAP54, 

PHYL1OY et PHYL1PnWB provenant des souches AY-WB, OY-W et Peanut Witches’ Broom (PnWB) 

respectivement (MacLean et al. 2011; Chung et al. 2013; Maejima et al. 2014; C.-Y. Yang et al. 

2015). Les effecteurs SAP54 et PHYL1OY ont des mécanismes d’action similaires provoquant 

les maladies de virescence et de phyllodie. Leur surexpression chez A. thaliana reproduit les 

symptômes de ces deux maladies (MacLean et al. 2011; Maejima et al. 2014). En accord avec 

les phénotypes observés, il a été observé que ces effecteurs lient certains MADS-TFs de type 

MIKC nécessaires à la formation des organes floraux de la plante, notamment SEP3 et AP1. 

L’interaction de PHYL1OY avec les trois MADS-TFs SEP3, AP1, CAL (homologue d’AP1) a été 

testée et confirmée. SAP54 a été testé avec de nombreux MADS-TFs et il interagit avec les 
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mêmes protéines que PHYL1OY et bien d’autres (comme SOC1) comme l’ont montré les 

expériences de Y2H et de co-IP in planta (MacLean et al. 2014; Maejima et al. 2014; 2015; 

Marrero et al. 2020). Cependant il a aussi été observé qu’il n’interagit pas avec certains MADS-

TFs MIKC comme AG, AP3, PI ou SHP1 et 2 (MacLean et al. 2014). Il a également été observé 

in vitro et par Y2H que le domaine K de SEP3 et d’AP1 est nécessaire et suffisant pour 

l’interaction avec PHYL1PnWB et SAP54 respectivement (MacLean et al. 2014; Kitazawa et al. 

2017; Liao et al. 2019). Les phyllogènes ciblent donc spécifiquement certains MADS-TFs 

impliqués dans la morphogénèse florale et plus particulièrement leur domaine K. L’interaction 

entre MADS-TFs et phyllogènes entraine ensuite la dégradation des protéines ciblées. En effet, 

l’expression transitoire de ces MADS-TFs comportant un tag Yellow Fluorescent Protein (YFP) 

dans des feuilles de tabac montre une perte de fluorescence en présence de PHYL1OY. La 

dégradation des YFP-MADS-TFs a été confirmée par western blot (Maejima et al. 2014). 

PHYL1OY entraine la dégradation de AP1, SEP1-4, CAL et possiblement AG. SAP54 dégrade 

également les MADS-TFs SEP3, AP1 et SOC1 comme l’ont montré des expériences 

d’expression transitoire dans des feuilles de tabac de ces MADS-TFs avec SAP54 suivies de 

western blot (MacLean et al. 2014). La dégradation des MADS-TFs par les phyllogènes seraient 

dépendante de la voix ubiquitine/protéasome 26 S. Plusieurs évidences étaient cette 

hypothèse. Il a été montré que : (i) SEP3 est poly-ubiquitiné en présence de PHYL1OY par 

Immunoprécipitation et immunoblotting (IP-IB) (Maejima et al. 2014), (ii) PHYL1OY, SAP54 et 

PHYL1PnWB se lient à RAD23C et D par Y2H et co-IP in planta (MacLean et al. 2014; Iwabuchi et 

al. 2019; 2020), (iii) les plantes mutantes rad23cd et rad23bcd surexprimant SAP54 n’induisent 

plus les symptômes de phyllody (MacLean et al. 2014) et (iv) l’inhibition du protéasome 26S 

empêche la dégradation de SEP3 par PHYL1OY et de SEP3 et AP1 par SAP54 (MacLean et al. 

2014; Maejima et al. 2014).  

Ainsi les effecteurs PHYL1OY et SAP54 bloquent la différenciation des organes floraux en liant 

et dégradant les TFs SEP3 (et surement SEP1, SEP2 et SEP4) et AP1 (Figure 28). En ce qui 

concerne l’effecteur PHYL1PnWB, il est fort probable qu’il suive les mêmes mécanismes d’action 

que PHYL1OY et SAP54 mais seule son interaction directe avec le domaine K de SEP3 a été 

documentée jusqu’à présent (C.-Y. Yang et al. 2015).  
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Figure 28 : Schéma des mécanismes d’action des effecteurs de phytoplasmes induisant la phyllodie 
et la virescence. Il n’a pas été montré si les effecteurs pouvaient lier simultanément RAD23 et un 
MADS-TF et si l’étape d’ubiquitination intervient avant ou après la liaison de l’effecteur avec RAD23. 
La forme pointillée jointe au point d’interrogation montre les possibles mécanismes d’actions de 
PHYL1PnWB expliquant les symptômes observés. Les textes en italique indiquent les phénotypes 
observés chez une plante infectée. Ub : ubiquitine. 

c. Structure des effecteurs phyllogènes et interaction avec le domaine K des 

MADS-TFs floraux 

i. La structure hélicoïdale des phyllogènes confère de fortes propriétés 

d’interaction protéine-protéine 

Comme nous l’avons évoqué précédemment, les effecteurs de la famille des phyllogènes ont 

une séquence primaire en acides aminés et une structure secondaire très similaires (Figure 

29). En effet, des prédictions de structure de SAP54 ont montré que la protéine comporte 

deux hélices α séparées par quelques acides aminés créant une rupture du motif hélicoïdal. 

Ces hélices comportent des répétitions d’heptades riches en acides aminés hydrophobes avec 

une majorité de leucines sur la deuxième hélice α. Ces deux premières évidences ont 

fortement suggéré la capacité de SAP54, et plus largement des phyllogènes, à former des 

interactions en leucine-zipper avec d’autres protéines à la manière dont les MADS-TFs du FQM 

interagissent (Figure 29) (Rümpler et al. 2015; Aurin et al. 2020). 
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Figure 29 : Alignement de séquences de la famille des effecteurs phyllogènes d’après Iwabuchi et al. 
2020. La conservation des acides aminés est représentée par la gamme de couleurs allant de cyan (non 
conservé), blanche (assez conservé) à magenta (très conservé). La séquence signal et les hélices α sont 
représentées par le trait noir et les cylindres en haut et en bas des séquences respectivement. Les 
flèches noires et blanches représentent les acides aminés hydrophobes conservés et les 
polymorphismes spécifiques au groupe B respectivement. Les motifs hydrophobiques de type leucine-
zipper sont représentés par les heptades de lettres « abcdefg » en bas des séquences. 

Ces observations faites sur SAP54 ont été confirmées grâce à la caractérisation de deux 

structures tridimensionnelle de phyllogènes : PHYL1OY et PHYL1PnWB (Figure 30) (Iwabuchi et 

al. 2019; Liao et al. 2019). Ces structures démontrent la capacité des phyllogènes à former des 

interactions en coiled-coil grâce à l’orientation des acides aminés hydrophobes des hélices 

tournés vers l’intérieur de l’épingle à cheveux (Figure 30.B) (Iwabuchi et al. 2019; Liao et al. 

2019). Cette orientation particulière des acides aminés hydrophobes permet la formation d’un 
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environnement hydrophobe propice aux interactions de ce type. La structure, les répétitions 

d’heptades riches en acides aminés hydrophobes, le pont entre les hélices et la capacité à 

former des interactions en coiled-coil des phyllogènes ressemblent très fortement aux 

propriétés du domaine K de SEP3 (Rümpler et al. 2015; Iwabuchi et al. 2019; Liao et al. 2019; 

Aurin et al. 2020). 

 

Figure 30 : Structure des phyllogènes PHYL1OY et PHYL1PnWB d’après Iwabuchi et al. 2019; Liao et al. 
2019. (A) Structure de l’effecteur PHYL1OY (B) Structure de l’effecteur PHYL1PnWB. 

ii. L’interaction des phyllogènes et des MADS-TFs : une interaction en 

leucine-zipper  

Les prédictions et caractérisations de structure de PHYL1OY et SEP3 ont fortement suggéré que 

l’interaction entre les phyllogènes et les domaines K des MADS-TFs, et plus précisément de 

SEP3, soit une interaction en coiled-coil voire en leucine-zipper. Plusieurs travaux ont étayé 

cette hypothèse. Tout d’abord, il a été montré par mutagénèse et Y2H que les deux hélices α 
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de SAP54 sont nécessaires pour l’interaction avec les MADS-TFs. En revanche, le pont reliant 

les deux hélices α n’est pas important pour l’interaction (Aurin et al. 2020). De même, 

(Iwabuchi et al. 2019) ont montré par Y2H et co-expression de PHYL1OY et SEP3 dans des 

feuilles de tabac suivie de western blot, qu’une double insertion d’alanines placée dans les 

hélices α de PHYL1OY (K28KAA, L68LAA et Q75QAA) empêche l’interaction avec SEP3 et 

RAD23C. En revanche, lorsque ces deux alanines sont insérées dans le pont (P53PAA), les 

interactions sont conservées (Figure 31). Les plants d’A. thaliana exprimant ces différents 

mutants restaurent le phénotype de plantes sauvages sauf pour la mutation P53PAA. De plus, 

la double substitution d’acides aminés hydrophobes sur la deuxième hélice α de PHYL1PnWB 

(L60S-Y64K) empêche l’interaction avec SEP3 K. En revanche, la double substitution d’acides 

aminés hydrophobes sur la première hélice α de PHYL1PnWB (I25KY32K) n’affaiblit que très peu 

l’interaction et la dégradation de SEP3 comme l’ont montré les expériences de co-IP et 

d’expression transitoire dans des feuilles de tabac suivie d’immunoprécipitation (Liao et al. 

2019). Cela suggère que la deuxième hélice α de PHYL1PnWB serait plus importante que la 

première pour l’interaction et pourrait agir comme un senseur d’une hélice α de SEP3. De 

manière assez inattendue, il a été observé dans cette étude que PHYL1PnWB peut interagir avec 

SEP3FL et SEP3K mais ne peut dégrader que la version FL de SEP3. Ceci suggère que 

l’interaction est liée au domaine K mais que la dégradation serait dépendante d’un autre 

domaine de SEP3 (Liao et al. 2019). Il a été observé par EMSA que la délétion de l’hélice α K3 

de SEP3 (impliquée dans la tétramérisation) serait nécessaire à l’interaction avec SAP54 (Aurin 

et al. 2020). Ces études nous permettent donc de réduire l’interaction des phyllogènes et SEP3 

aux deux hélices α des phyllogènes (probablement la deuxième hélice α jouant le rôle de 

senseur pour faciliter l’interaction) et possiblement à l’hélice α K3 de SEP3, toutes trois riches 

en acides aminés hydrophobes et particulièrement en leucines. 

Au sein de ces hélices α, les acides aminés hydrophobes sembleraient jouer un rôle 

particulièrement important. Comme l’ont montré les expériences de dichroïsme circulaire, 

certains acides aminés hydrophobes des hélices α de SAP54 (L27 et L65) sont importants pour 

la capacité de réaliser des interactions en coiled-coil de la protéine. Lorsque ces mêmes acides 

aminés sont substitués en proline, la structure de l’hélice α est perturbée, l’interaction avec 

les MADS-TFs est rompue en Y2H et les symptômes de phyllodie abolis chez A. thaliana (Aurin 

et al. 2020). On peut également rappeler que les doubles insertions d’alanines réalisées sur 
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PHYL1OY modifient la structure des hélices α et induisent une rotation axiale de 200° de l’hélice 

α changeant l’orientation des acides aminés hydrophobes les uns par rapport aux autres. Ce 

changement d’orientation pourrait être responsable de la perte d’interaction (Iwabuchi et al. 

2019).  

 

Figure 31 : Schéma des différentes mutations de phyllogènes testées en interaction avec des MADS-
TFs d’après Aurin et al. 2020. Les mutations en rouge annihilent les phénotypes de phyllodie et 
l’interaction entre MADS-TFs et phyllogènes alors que les mutations en vert ne changent pas les 
phénotypes de phyllodie et l’interaction entre MADS-TFs et phyllogènes. 

Récemment, il a été montré que les phyllogènes peuvent être séparer en quatre groupes au 

vu de leur séquence. Le groupe Phyl-B n’induit aucun phénotype de phyllodie contrairement 

aux trois autres groupes Phyl-A, Phyl-C et Phyl-D (Figure 29) (Iwabuchi et al. 2020). Cette 

différence de phénotype peut être expliquée par deux polymorphismes d’acides aminés au 

position 30 et 64. En effet, les expériences de co-expression transitoire dans des feuilles de 

tabac suivie de western blot montrent que la double substitution K30Q/N64R chez les 

phyllogènes des groupes A, C et D inhibe la dégradation des SEP et d’AP1. Ces observations 

ont été corroborées par l’expression de PHYL1OY, PHYL231/09 et PHYL1PnWB (groupe A, C et D 

respectivement) comportant chaque substitution ou la double substitution chez A. thaliana. 

Chez les phyllogènes des groupes A, C et D, la seule substitution K30Q n’altère pas les 

phénotypes de phyllody alors que la substitution N64R semble limiter en très grande partie 

les phénotypes de phyllodie et que la double substitution annule complètement les 

phénotypes de phyllodie chez A. thaliana. Inversement, la substitution R64N et la double 

substitution Q30K/R64N chez PHYL1SY (groupe B) induisent des phénotypes de phyllodie 

similaires à ceux induits par les phyllogènes des groupes A, C et D chez A. thaliana mais pas la 

substitution Q30K. De plus, il a été montré par Y2H que les phyllogènes du groupe B 

interagissent aussi bien avec RAD23C et D que les phyllogènes des autres groupes suggérant 
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que la baisse de dégradation observée avec les substitutions serait liée à l’interaction entre 

les phyllogènes et les MADS-TFs et non à l’étape de liaison à RAD23 C et D. L’acide aminé N64 

de PHYL1OY jouerait donc un rôle très important dans l’interaction des phyllogènes et des 

MADS-TFs. 

 

 

 

 

 

 

 

En résumé 

Nous avons d’abord vu que les MADS-TFs jouent des rôles primordiaux dans la formation des 

organes floraux. Leur structure spécifique leur permet, notamment grâce à leur domaine K, 

de former des tétramères nécessaires à l’activation des gènes engendrant la formation de ces 

organes. Ce domaine K est ciblé par certains effecteurs de bactéries phytoplasmes, les 

phyllogènes. Cette interaction est suivie d’une dégradation des MADS-TFs ciblés, comme 

SEP3, qui engendre la malformation des organes floraux et la stérilité de la plante. Cependant, 

les mécanismes précis de l’interaction entre les phyllogènes, comme PHYL1OY, et les MADS-

TFs restent inconnus et de nombreuses questions demeurent sans réponse. Comment les 

phyllogènes ciblent-ils spécifiquement certains MADS-TFs ? Quels acides aminés déterminent 

cette spécificité et quelle est l’affinité de l’interaction ? Comment l’interaction des 

phyllogènes aux MADS-TFs change-t-elle leur capacité à lier l’ADN ? Pour tenter de répondre 

à ces questions, j’ai étudié l’interaction entre PHYL1OY et les MADS-TFs. Je me suis plus 

particulièrement intéressé à l’interaction entre PHYL1OY et le complexe SEP3/AG, impliqué 

dans la morphogénèse de la couronne 4, et j’ai obtenu des résultats offrant de précieux indices 

qui sont présentés dans le Chapitre III :.   
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Chapitre II : Matériels et méthodes  
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I. Matériels biologiques 

A. Matériel végétal 

La plante modèle Arabidopsis thaliana (A. thaliana) d’écotype Columbia (Col-0) est utilisée 

pour la génération des plantes transgéniques 35S::PHYL1OY, AP1::PHYL1OY et SEP3::PHYL1OY. 

Des plantes A. thaliana mutantes sep3, sep1sep2 et sep1sep2sep3+/- sont utilisées pour la 

génération des plantes transgéniques sep3 SEP3::PHYL1OY, sep1sep2 SEP3::PHYL1OY, 

sep1sep2sep3+/- SEP3::PHYL1OY et sep1sep2sep3 SEP3::PHYL1OY respectivement. Les plantes 

mutantes sep3 sont des mutants nuls générés par CRISPR-Cas9 et fourni par le groupe de K. 

Kaufmann. Les mutants sep1sep2 et sep1sep2sep3+/- ont été générés par croisements des 

mutants sep1 (mutant nul T-DNA insertion, Soraya Pelaz et al. 2001), sep2 (mutant nul généré 

au laboratoire par CRIPSR-Cas9) et sep3. 

B. Matériel bactérien 

Les bactéries Escherichia coli (E. coli) de souche DH5α (Merck Millippore) sont utilisées pour 

l’amplification de plasmides. Cette souche ne contient aucune résistance spécifique aux 

antibiotiques.  

Les bactéries E. coli de souche Rosetta™2 (Novagen) sont utilisées pour la production de 

protéines recombinantes. Cette souche contient le gène de l’acide ribonucléique (ARN) 

polymerase T7 sous le contrôle du promoteur lacUV5 qui peut être induit par ajout d’isopropyl 

β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) et permet la transcription du gène transformant et la 

synthèse de la protéine d’intérêt. Cette souche contient également un gène de résistance au 

chloramphénicol et le gène tARN qui permet d’améliorer le rendement des protéines 

produites.  

Les agrobactéries Agrobacterium tumefaciens de souche C58C1 (pMP90) sont utilisées pour 

les transformations de plantes. Cette souche contient deux gènes de résistance à la 

rifampicine et la gentamycine respectivement.  

C. Matériel de levures 

Les levures Saccharomyces cerevisiae de souche AH109 et Y187 (Clontech) sont utilisées pour 

les expériences de Yeast-Two-Hybrid et sont transformées par les plasmides pGAD-T7 et 

pGBK-T7 respectivement (Annexe 1 et Annexe 2, Clontech). La souche AH109 contient quatre 
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gènes rapporteurs HIS3, ADE2, MEL1 et lacZ sous le contrôle de trois promoteurs distincts 

GAL1 (pour HIS3), GAL2 (pour ADE2), et MEL1 (pour MEL1 et lacZ). Ces quatre gènes codent 

respectivement pour la synthèse d’histidine, d’adénine, d’α-galactosidase et de β-

galactosidase. Les promoteurs contrôlant leur expression peuvent être induits par le TF Gal4 

ou par un assemblage de ses 2 sous-unités : Gal4AD et Gal4BD. Lors de l’induction de ces 

promoteurs, l’adénine et l’histidine (entre autres) sont synthétisées. 

Le système utilisé est le système Matchmaker™ GAL4 Two-Hybrid System 3 (Clontech) et 

détaillé dans la section Identification des interactions par Yeast Two-Hybrid.  
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II. Méthodes 

A. Technique générale de clonage 

Tous les clonages réalisés dans cette thèse sont effectués par Gibson Assembly® (Gibson et al. 

2009). Cette technique permet l’assemblage d’un ou plusieurs inserts avec un plasmide 

préalablement linéarisé, grâce à la complémentarité des brins d’ADN. La séquence des 

amorces à utiliser pour la PCR est générée grâce au logiciel NEBuilder® Assembly Tool et assure 

la complémentarité des bases entre l’insert et le plasmide linéarisé ou entre les différents 

inserts.  

Le plasmide peut être linéarisé soit par PCR soit par digestion enzymatique. 

1. Amplification des inserts et linéarisation de plasmides par PCR 

Toutes les amplifications de gènes et linéarisation de plasmides par PCR réalisées dans cette 

thèse suivent le protocole suivant : 

- 50ng de plasmide contenant le gène d’intérêt ou de plasmide à linéariser 

- 0,2µM de l’amorce Forward 

- 0,2µM de l’amorce Reverse  

- 0,2mM de désoxyribonucléosides triphosphates (dNTP) 

- 0,25µL de Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific) 

- 5µL de tampon Phusion GC 5X (Thermo Scientific) 

- de l’eau Milli-Q® en quantité suffisante pour (QSP) 25µL 

Les mélanges PCR obtenus sont ensuite incubés sous différentes températures et temps 

détaillés sur la Figure 32. 
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Figure 32 : Détails des températures, temps et nombre de cycles utilisés pour les réactions de PCR 
réalisées dans ce manuscrit. Les températures d’hybridation des différentes amorces utilisées sont 
répertoriées Annexe 3. 

Le produit PCR de plasmide linéarisé est digéré 1h à 37°C par l’enzyme DpnI pour dégrader le 

plasmide modèle de la PCR et ne conserver que le plasmide linéarisé. L’ensemble des amorces 

utilisées dans cette thèse est répertorié (Annexe 3). 

2. Linéarisation des plasmides par digestion enzymatique 

Les plasmides pGAD-T7 et pGBK-T7 sont linéarisés par EcoRI-HF (NEB) et les plasmides pFP100, 

pFP101 et pSP64 PolyA par BamHI-HF (NEB). Pour cela, 5µg de plasmide auxquels sont ajoutés 

2µL d’enzyme de restriction, 5µL de tampon CutSmart® (NEB) et de l’eau Milli-Q® en QSP 50µL 

sont incubés à 37°C pendant 1h. 

3. Purification des inserts et plasmides et ligation par Gibson Assembly® 

Les fragments (plasmides linéarisés et inserts) sont ensuite purifiés (à l’aide du kit Monarch® 

DNA Gel Extraction) sur gel d’agarose composé de TBE 1X (Tris 89mM, Borate 89mM, EDTA 

20mM) et d’agarose 1%. Ensuite, la liaison entre les différents fragments et le plasmide est 

réalisée par ajout de dNTP, de ligase d’acide désoxyribonucléique (ADN), d’exonucléase et 

d’ADN polymérase. Le mix final de 20µL Gibson Assembly® contient : 
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- 15µL de mix (Tris HCl 133mM, dNTPs 0,27mM, 0,05u de T5 exonuclease (NEB), 0,5u 

d’ADN polymerase (Phusion High Fidelity DNA Polymerase NEB) et 80u de T4 DNA 

ligase (NEB))  

- 100ng de vecteur 

- un excès d’insert (calculé pour avoir trois fois plus de moles d’insert que de vecteur) 

- de l’eau Milli-Q® en QSP 20µL 

Ce mélange est incubé 1h à 50°C.  

4. Transformation thermique des bactéries 

10µL du mélange (plasmide+inserts) sont ajoutés à 50µL de bactéries E. coli DH5α 

compétentes puis incubés à 4°C pendant 10 minutes. Ce mélange est ensuite incubé 45 

secondes à 42°C (choc thermique) puis 2 minutes à 4°C. 450µL de Luria-Bertani (LB 20g/L) 

liquide sont ajoutés aux bactéries de façon stérile et incubés 1h à 37°C à 150 tours par minutes 

(rpm). De façon stérile, la totalité de ce mélange est étalée sur milieu LB/Agar (LB 20g/L et 

Agar 15g/L) auquel est ajouté un antibiotique. Cet antibiotique est déterminé par le gène de 

résistance contenu dans le plasmide utilisé pour la transformation (Tableau 2). Les boîtes sont 

incubées 16h à 37°C et les colonies isolées obtenues sont testées par PCR (sur colonie) pour 

vérifier la présence de l’insert avec les amorces utilisées pour synthétiser l’insert 

correspondant. Les colonies positives sont repiquées dans milieu sélectif LB (LB 20g/L) liquide 

auquel est ajouté l’antibiotique correspondant. Les plasmides sont purifiés (à l’aide du kit 

Macherey-Nagel™ NucleoSpin™ Gel and PCR Clean-up) puis séquencés (Eurofins Genomics) 

par divers amorces présentes dans le plasmide (Tableau 2) ou sur l’insert afin de vérifier la 

séquence du gène d’intérêt et la conservation du cadre de lecture si besoin. 
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Tableau 2 : Description des plasmides utilisés.  

B. Mutagénèse dirigée 

Toutes les mutagénèses dirigées sont réalisées par PCR. Un mélange PCR est réalisé en suivant 

le protocole suivant : 

- 50ng de plasmide à muter 

- 0,2µM de l’amorce Forward 

- 0,2µM de l’amorce Reverse  

- 0,2mM de dNTP  

- 3% de diméthylsulfoxyde (DMSO) 

- 0,5µL (1µL pour les plasmides > 6kb) de Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase 

(Thermo Scientific) 

- 10µL de tampon Phusion GC 5X (Thermo Scientific) 

- de l’eau Milli-Q® en QSP 50µL 

Ce mélange PCR obtenu est ensuite incubé sous différentes températures et temps détaillés 

sur la Figure 33. 
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Figure 33 : Détails des températures, temps et nombre de cycles utilisés pour les réactions de PCR 
de mutagénèse dirigée. 

Le produit PCR est digéré 1h à 37°C par l’enzyme DpnI pour dégrader le plasmide modèle de 

la PCR et ne conserver que les plasmides mutés. 10µL de ce produit PCR digéré sont ajoutés à 

50µL de bactéries E. coli DH5α compétentes qui sont transformées comme décrit 

précédemment. 

C. Identification des interactions par Yeast Two-Hybrid 

1. Système choisi 

Les souches AH109 et Y187 sont transformées par les plasmides pGAD-T7 et pGBK-T7 

respectivement. En levure, la sélection des transformants se fait grâce à la production d’acides 

aminés ou de nucléotides essentiels à la vie de levure sur milieu appauvri Yeast Nitrogen Base 

(YNB) dépourvu de ces acides aminés ou nucléotides. Le système choisi ici sélectionne les 

transformants par la production d’acides aminés. 

2. Sélections apportées par les vecteurs et les souches de ce système 

Lorsqu’ils sont exprimés, pGAD-T7 et pGBK-T7 expriment le gène LEU2 codant pour la 3-

isopropylmalate déshydrogénase (nécessaire pour la synthèse de leucine) et le gène TRP1 

codant pour la phosphoribosylanthranilate isomérase (nécessaire pour la synthèse du 

tryptophane) respectivement. Ainsi sur milieu YNB/Agar/Glucose sans leucine (-L) seules les 

colonies comportant le plasmide pGAD-T7 peuvent survivre (Figure 34.A). Il en va de même 

pour un milieu YNB/Agar/Glucose sans tryptophane (-W) et le plasmide pGBK-T7.  
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Le vecteur pGAD-T7 contient la séquence de Gal4AD suivie du tag Human influenza 

hémagglutinine (HA) et de la séquence d’intérêt insérée (appelée ici protéine A). Le vecteur 

pGBK contient la séquence de Gal4BD suivie du tag human c-Myc oncogène (Myc) et de l’autre 

séquence d’intérêt insérée (appelée ici protéine B). Après traduction, les séquences obtenues 

sont Gal4AD-HA-ProtA et Gal4BD-Myc-ProtB. Si les deux protéines A et B interagissent, elles 

permettent la liaison des deux sous-unités de Gal4 qui induisent les promoteurs GAL1 et GAL2 

de la souche AH109, entrainant la synthèse d’histidine et d’adénine respectivement (Figure 

34.B.1). En revanche si les deux protéines A et B n’interagissent pas, l’adénine et l’histidine ne 

sont pas synthétisées et la levure ne pousse pas (Figure 34.B.2). Une deuxième sélection est 

donc possible sur milieu YNB/Agar/Glucose -AH.  

Sur milieu YNB/Agar/Glucose -LW-AH, les levures qui survivent contiennent les deux 

plasmides et les deux protéines dont l’interaction est testée et confirmée (permettant la 

liaison de Gal4AD et BD, Figure 34.B.2). 
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Figure 34 : Schéma des sélections des expériences de Yeast-Two-Hybrid. (A) Sélection par le plasmide. 
(B) Sélection par les souches. (1) Lorsque Gal4AD et BD sont liés, les gènes rapporteurs sont exprimés 
et permettant la synthèse d’adénine et d’histidine. (2) Lorsque que les deux protéines A et B 
interagissent, Gal4AD et BD se lient. Ceci permet l’expression des gènes rapporteurs et la synthèse 
d’adénine et d’histidine (la leucine et le tryptophane sont fournis par le croisement des deux plasmides 
pGAD-T7 et pGBK-T7). (3) Lorsque que les deux protéines A et B n’interagissent pas, Gal4AD et BD ne 
se lient pas et les levures ne poussent pas. 

3. Constructions réalisées  

Le Tableau 3 répertorie l’ensemble des constructions utilisées pour ces expérimentations.  
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Tableau 3 : Constructions réalisées et utilisées en Y2H dans cette thèse. Les constructions soulignées 
sont celles réalisées durant ma thèse.  

Les constructions dans pGAD-T7 SEP3[1-252], SEP3[1-90], SEP3[1-173], SEP3[59-252], SEP3[91-252], 

SEP3[75-178], SEP3Δ161-174, AG[1-253], AP1[1-257], AP3[1-233], AP3[59-233], PI[1-209] et PI[59-209] et les 

constructions dans pGBK-T7 SEP3[1-252] et AG[1-253] étaient disponibles au laboratoire à mon 

arrivée (Tableau 3, constructions non soulignées). Les séquences SEP1[1-252] (amorces 1, 

Annexe 3), SEP2[1-251] (amorces 2, Annexe 3) et SEP4_2[1-258] (amorces 3, Annexe 3) ont été 

amplifiées par PCR à partir de cDNA de fleur et les séquences SEP3M150A+L154A+L164A, 

SEP3M150A+L154A+L157A+L164A et SEP3Δ161-174+M150A+L154A+L157A ont été amplifiées (amorces 4, Annexe 

3) à partir de constructions déjà présentes au laboratoire. Le vecteur pGAD-T7 est digéré par 

l’enzyme EcoRI-HF et les différents fragments obtenus sont purifiés et liés par Gibson 

Assembly® comme décrit précédemment. La construction PHYL1OY dans pGBK-T7 est réalisée 

en digérant le vecteur pGBK-T7 par l’enzyme EcoRI-HF et en amplifiant la séquence de PHYL1OY 
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(amorces 5, Annexe 3) du vecteur pGEX-4T-1_PHYL1OY fourni par nos collaborateurs (Iwabuchi 

et al. 2019). De même, ces deux fragments sont purifiés et liés par Gibson Assembly® comme 

décrit précédemment. Les constructions SEP3M150A (amorces 6, Annexe 3), SEP3L154A (amorces 

7, Annexe 3), SEP3L157A (amorces 8, Annexe 3), SEP3L164A (amorces 9, Annexe 3), SEP3L171A 

(amorces 10, Annexe 3) et SEP3M150A+L154A (amorces 11, Annexe 3) sont réalisées par 

mutagénèse dirigée à partir de la construction pGAD-T7_SEP3[1-252]. Les constructions 

SEP3M150A+L157A (amorces 8, Annexe 3), SEP3M150A+L164A (amorces 9, Annexe 3) et SEP3M150A+L171A 

(amorces 10, Annexe 3) sont réalisées par mutagénèse dirigée à partir de la construction 

pGAD-T7_SEP3M150A. Les constructions SEP3M154A+L164A (amorces 9, Annexe 3) et 

SEP3M154A+L171A (amorces 10, Annexe 3) sont réalisées par mutagénèse dirigée à partir de la 

construction pGAD-T7_SEP3M154A. Les constructions SEP3M157A+L164A (amorces 9, Annexe 3) et 

SEP3M157A+L171A (amorces 10, Annexe 3) sont réalisées par mutagénèse dirigée à partir de la 

construction pGAD-T7_SEP3M157A. La construction SEP3M164A+L171A (amorces 10, Annexe 3) est 

réalisée par mutagénèse dirigée à partir de la construction pGAD-T7_SEP3M164A. Les 

constructions AP359-233+T150L (amorces 12, Annexe 3) et AP359-233+Q157L (amorces 13, Annexe 3) 

sont réalisées par mutagénèse dirigée à partir de la construction pGAD-T7_AP3[59-233]. La 

construction AP359-233+T150L+Q157L (amorces 13, Annexe 3) est réalisée par mutagénèse dirigée 

à partir de la construction pGAD-T7_AP359-233+T150L. 

4. Technique de Yeast-Two-Hybrid  

Tous les composants des milieux de levures proviennent de MP Biomedicals. Toutes les 

manipulations sont réalisées à température ambiante (20°C) de façon stérile avec des 

solutions stériles.  

a. Jour 1 : Préparation de levures à transformer 

Une colonie de souche AH109 est prélevée et homogénéisée dans 1,5mL d’eau Milli-Q®. La 

même chose est réalisée avec la souche Y187 dans un autre tube. Des gouttes de 50µL sont 

déposées sur milieu riche Yeast Extract-Peptone-Dextrose (YPD)/Agar/Adénine (YPD 50g/L, 

Agar 17 g/L et Adénine 20mg/L). Les gouttes des deux souches sont déposées sur des boîtes 

différentes afin d’éviter toute contamination. Une fois les gouttes sèches, les boîtes sont 

incubées 24h à 30°C. 



81 
 

b. Jour 2 : Transformation des levures 

Ici la souche AH109 est transformée par les constructions dans pGAD-T7 et la souche Y187 par 

celles dans pGBK-T7. Pour chaque transformation, trois gouttes de la souche choisie sont 

homogénéisées dans 1mL d’eau Milli-Q®. Les tubes sont centrifugés 10 secondes à 13000rpm 

à température ambiante puis le surnageant est jeté. Chaque culot est homogénéisé avec 1mL 

d’eau Milli-Q®. La centrifugation est répétée et le surnageant jeté à nouveau. Cette étape a 

pour but de débarrasser les levures d’éventuel reste de milieu avant leur transformation. Dans 

chaque tube sont ajoutés 10µL d’ADN compétiteur (à 10mg/mL), 1µg du vecteur d’intérêt ainsi 

que 500µL de solution destinée à fragiliser les levures (PEG 3350 40%, acétate de Lithium 

0,1M, TRIS-HCl 10mM pH 7,5, EDTA 1mM) et à les rendre compétentes. Les tubes sont incubés 

pendant 15 minutes à température ambiante puis 57µL de DMSO sont ajoutés. Les tubes sont 

mélangés par retournement puis incubés 15 minutes à 42°C (ici se réalise le choc thermique). 

Les tubes sont ensuite centrifugés 10 secondes à 10000rpm et le surnageant est jeté. 200µL 

d’eau Milli-Q® sont ajoutés et le culot est resuspendu. Chaque transformant incluant le 

plasmide pGAD-T7 est ensuite étalé sur boîte YNB/Agar/Glucose -L (YNB 6,7g/L, Agar 17g/L, 

Glucose 2% et CSM-L 0,69g/L). De même, les transformants incluant le plasmide pGBK-T7 sont 

étalés sur boîte YNB/Agar/Glucose -W (YNB 6,7g/L, Agar 17g/L, Glucose 2% et CSM-W 

0,74g/L). Les boîtes sont incubées 48h à 30°C. 

c. Jour 4 : Croisement des souches 

Ici le but est de croiser les souches afin d’obtenir une nouvelle levure contenant les deux 

vecteurs (pGAD-T7 et pGBK-T7) et donc les deux protéines dont on souhaite tester 

l’interaction. Une dizaine de colonies de chaque transformant est homogénéisée dans 100µL 

d’eau Milli-Q®. En prenant l’exemple de la Figure 35, 8 gouttes de 5µL du premier transformant 

pGBK-T7 sont déposées en ligne sur une boîte YPD/Agar/Adénine. 8 gouttes de 5µL du second 

transformant pGBK-T7 sont déposées à la ligne et ainsi de suite jusqu’au dernier transformant 

pGBK-T7 (4 ici). Ensuite, une goutte de 5 µL du premier transformant pGAD-T7 est déposée 

sur chaque goutte de la première colonne permettant le croisement des deux souches (donc 

4 gouttes au total en suivant l’exemple de la Figure 35). Chaque nouveau transformant pGAD-

T7 est déposé de la même manière en changeant de colonne. Lorsque les gouttes de 

croisement sont sèches, la boîte est incubée à 30°C pendant 24h. Sur ce milieu riche, les 

levures se multiplient et le croisement des deux souches est favorisé. 
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Figure 35 : Exemple de croisements de levures. 

d. Jour 5 : Sélection des croisements  

A partir des boites précédentes, pour sélectionner uniquement les levures contenant les deux 

transformants, chaque goutte est prélevée et striée sur ¼ de boîte YNB/Agar/Glucose -LW 

(YNB 6,7g/L, Agar 17g/L, Glucose 2% et CSM-LW 0,64g/L). Ces boîtes sont ensuite incubées à 

30°C pendant 72h. 

e. Jour 8 : Dépôt des croisements sur milieu très sélectif et sur milieu sélectif 

témoin  

Chaque croisement est totalement repris dans 500µL d’eau Milli-Q®. L’absorbance de chaque 

croisement à 600nm est mesurée. Tous les croisements sont ensuite amenés à une 

absorbance de 10. Ceci a pour but d’homogénéiser les quantités de tous les croisements avant 

de les déposer sur les deux milieux de façon comparable. Pour chaque croisement, deux 

dilutions sont réalisées : par 10 (A600nm=1) et par 100 (A600nm=0,1) dans de nouveaux tubes. 

Deux milieux sont ensuite préparés : un milieu sélectif YNB/Agar/Glucose-LW et un milieu très 

sélectif YNB/Agar/Glucose -LW-Adénine Histidine (-AH) (YNB 6,7g/L, Agar 17g/L, Glucose 2% 

et CSM-LW-AH 0,61g/L). Le premier milieu est utilisé comme témoin d’expérience afin de 

vérifier la bonne multiplication des croisements et le second milieu représente le milieu test. 

Pour chaque croisement, une goutte de 5µL de la dilution 10 et de la dilution 100 sont 

déposées côte à côte sur les deux milieux. Les boîtes sont incubées à 30°C pendant 7 jours en 

prenant une photo des deux boîtes aux jours 1, 2, 3, 4 et 7. Les photographies présentées dans 

la partie résultat sont prises après 4 jours.  
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D. Production de lignées transgéniques 

1. Semis et cultures des plantes 

Les graines sont stérilisées avant semis. Pour cela, elles sont incubées 2h à -80°C pour tuer les 

éventuels œufs d’insectes puis 10 minutes dans une solution de stérilisation (javel 0,36%, 

Triton 0,01%, 1,5mL de solution pour un volume de graines de 10-20µL) à température 

ambiante sous agitation pour tuer les éventuels spores de champignon. Après sédimentation, 

les graines sont rincées 5 fois avec 1mL d’eau Milli-Q® autoclavée puis séchées sous hotte 

stérile pendant 16h. A ce stade, les graines peuvent être conservées ou plantées en terre (5/6 

de terreau (Floradur® B Seed FLORAGARD®), 1/6 vermiculite fine (Puteaux Horticulture), 

0,02% de produit fongicide (Prestop® WG LALLEMAND). Après semis, les cultures sont 

incubées à 4°C pendant 48h pour stratification. D’éventuels traitements curatifs au Polysect 

(Fertiligène) sont réalisés lors de présence de pucerons.  

Les plants d’A. thaliana sont cultivés en jours longs (16h de lumière à 20°C/8h d’obscurité à 

18°C) dans des chambres de culture contrôlées. Les différents paramètres contrôlés sont 

l’humidité (70%), l’intensité lumineuse (80µmol/m2/s) et le spectre lumineux (tubes 

fluorescents Osram 77). 

2. Vecteurs et Lignées transgéniques réalisées 

Pour produire les plantes transgéniques, nous avons choisi deux vecteurs permettant une 

sélection simple des transformants. Nous avons utilisé les vecteurs pFP100 et pFP101 

(Bensmihen et al. 2004) qui contiennent la protéine fluorescente verte (Green Fluorescent 

Protein : GFP) comme marqueur de sélection. Ainsi, nous sélectionnons les plantes 

transformées en vérifiant la fluorescence des graines. 

a. Lignée exprimant PHYL1OY sous le promoteur fort 35S 

Cette lignée exprime PHYL1OY sous le promoteur de surexpression 35S. Le vecteur pFP101 

(Annexe 4) contient déjà le promoteur 35S et le terminateur nopaline synthase (tNOS). La 

séquence de PHYL1OY est amplifiée (amorces 14, Annexe 3) du vecteur pGEX-4T-1_PHYL1OY 

fourni par nos collaborateurs (Iwabuchi et al. 2019), purifiée et insérée dans le plasmide 

pFP101, digéré par BamHI-HF, par Gibson Assembly® comme décrit précédemment.  
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b. Lignées exprimant PHYL1OY sous promoteurs de gènes MADS 

Ces lignées expriment PHYL1OY soit sous le contrôle du promoteur de 4,1kb de SEP3 soit sous 

le contrôle du promoteur de 3,2kb d’AP1. La construction des vecteurs s’est faite comme suit : 

les trois inserts synthétisés contiennent le promoteur d’intérêt amplifié (amorces 15 pour 

SEP3 et 16 pour AP1, Annexe 3) des vecteurs publiés (Hugouvieux et al. 2018; Lai et al. 2021), 

la séquence de PHYL1OY amplifiée (amorces 17 pour SEP3 et 18F et 17R pour AP1, Annexe 3) 

du vecteur pGEX-4T-1_PHYL1OY envoyé par nos collaborateurs (Iwabuchi et al. 2019) et le 

tNOS amplifié (amorces 19, Annexe 3) du vecteur pMM127 (Annexe 5) (Figure 36). Ces trois 

fragments sont purifiés sur gel (Monarch® DNA Gel Extraction Kit) puis mélangés de façon 

équimolaire pour permettre d’amplifier par PCR (amorces 15F et 19R pour SEP3 et 16F et 19R 

pour AP1, Annexe 3) un unique fragment promoteur-PHYL1OY-terminateur (Figure 36). Ce 

fragment est finalement inséré par Gibson Assembly® dans le plasmide pFP100 (Annexe 6), 

digéré par BamHI-HF comme décrit précédemment. 

 

Figure 36 : Schéma d’amplification des inserts multiples en fragment unique par PCR. Les amorces 
utilisées pour lier les brins sont annotés et les brins complémentaires sont liés aux inserts respectifs. 

Le Tableau 4 répertorie l’ensemble des constructions réalisées pour l’expression de plantes 

transgéniques. 

 

Tableau 4 : Lignées des plantes transgéniques décrites dans cette thèse. 
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3. Transformation électrique des agrobactéries 

1µL de plasmide est ajouté à 100µL d’Agrobacterium tumefaciens C58 compétentes. Ce 

mélange subit un choc électrique instantané à 2,5kV. 900µL de LB liquide (LB 20g/L) sont 

ajoutés aux bactéries et le mélange est incubé 3h à 28 °C. 100µL de ces agrobactéries sont 

ensuite étalés sur milieu LB/Agar (LB 20g/L et Agar 15g/L) auquel est ajouté de la 

spectinomycine (100µg/mL), de la rifampicine (25µg/mL) et de de la gentamycine (50µg/mL). 

La résistance à la spectinomycine est apportée par le plasmide tandis que les résistances à la 

rifampicine et la gentamycine sont apportées par l’agrobactérie. Ces boîtes sont incubées 

pendant 3 jours à 28°C.  

4. Transformation des plantes 

La transformation des plantes se fait par la technique classique du trempage floral (« floral dip 

method », (Clough et Bent 1998)). Pour cela, les colonies isolées d’agrobactéries obtenues 

sont repiquées dans 10mL de milieu sélectif LB (LB 20g/L) liquide auquel sont ajoutés les 

antibiotiques précédents et incubées 7h à 28°C à 130rpm. 10mL de la préculture est ajouté à 

500mL de LB liquide complémentés des antibiotiques précédents. Cette culture est incubée 

pendant 16h à 28°C à 130rpm puis son absorbance à 600nm est mesurée. La culture est 

centrifugée pendant 20 minutes à 4500rpm à 4°C. Le culot est homogénéisé dans une solution 

de saccharose 5% et de Silwet 0,02% pour obtenir une absorbance finale de 0,8. Les fleurs des 

plantes sont ensuite trempées dans cette solution pendant 15 secondes.  

5. Génotypage des plantes 

Les plantes issues des mutants sep1sep2sep3+/- transformées par la construction 

SEP3::PHYL1OY sont génotypées pour identifier les plantes sep1sep2, sep1sep2sep3+/- et 

sep1sep2sep3 . L’ADN génomique de ces plantes est extrait. Pour cela, une feuille de chaque 

plante, au stade végétatif, est prélevée puis broyée à l’aide d’un pilon dans 500µL de tampon 

d’extraction Edwards (Tris 200mM pH7,5, NaCl 250mM, EDTA 25mM, 0,5% de SDS 20%, 

Edwards, Johnstone, et Thompson 1991). Lorsque la feuille est totalement broyée, le mélange 

est homogénéisé, centrifugé 5 minutes à 13000rpm à température ambiante (20°C) puis 

400µL du surnageant sont récoltés. 400µL d’isopropanol sont ajoutés, homogénéisés, incubés 

pendant 2 minutes à température ambiante (20°C) et centrifugés 5 minutes à 13000rpm à 

température ambiante (20°C). Le surnageant est jeté et 500µL d’éthanol 70% sont ajoutés au 
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culot puis centrifugé 5 minutes à 13000rpm à température ambiante (20°C). Le surnageant est 

jeté et le culot est séché à température ambiante (20°C). Le culot contenant l’ADN génomique 

est resuspendu dans 40µL d’eau Milli-Q®. Cet ADN génomique est ensuite amplifié par PCR : 

- 2µL d’ADN génomique 

- 0,2µM de l’amorce Forward 

- 0,2µM de l’amorce Reverse  

- 0,2mM de dNTP 

- 0,25µL de Taq DNA Polymerase (Euromedex) 

- 2,5µL de tampon Taq DNA Polymerase 10X (Euromedex) 

- de l’eau Milli-Q® en quantité suffisante pour (QSP) 25µL 

Les amorces utilisées dans ces PCR sont les amorces 20 (Annexe 3) pour amplifier la version 

sauvage SEP3 et les amorces 20F et 21R (Annexe 3) pour amplifier la version mutante sep3. 

Ce mélange PCR est ensuite incubé à différentes températures et temps détaillés dans la 

Figure 37. 

 

Figure 37 : Détails des températures, temps et nombre de cycles utilisés pour les réactions de PCR 
de génotypage de plantes. Les températures d’hybridation 60°C et 58°C correspondent aux PCR pour 
la version sauvage SEP3 et la version mutante sep3 respectivement.  

Ce produit PCR est ensuite migré sur gel d’agarose (TBE 1X, agarose 1%).  
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6. Analyse des phénotypes floraux 

Les fleurs des différentes lignées sont observées sous la loupe binoculaire. Cette observation 

est réalisée sur cinq fleurs juste écloses, après les dix premières fleurs. Les photographies sont 

ensuite réalisées à l’aide d’un microscope numérique Keyens VHX-5000  

E. Production et purification de protéines recombinantes 

1. Constructions réalisées 

Dans les différentes constructions réalisées, les protéines comportent un ou plusieurs tags. 

Ces tags sont tous largement utilisés dans le domaine de la biochimie car ils facilitent les 

purifications de protéines et sont facilement détectables avec des anticorps. 

La construction pGEX-4T-1 GST-PHYL1OY est fournie par notre collaborateur K. Maejima 

(Université de Tokyo) (Iwabuchi et al. 2019). Le vecteur pGEX-4T-1 (Annexe 7) contient le tag 

Glutathion S-Transférase (GST) (suivi d’un site de clivage spécifique (LVPRGS) de la protéase 

thrombine) en N terminal de la protéine PHYL1OY . Cette construction permet la purification 

de protéines GST-PHYL1OY et PHYL1OY (après clivage du tag GST) (Figure 38.A). Deux 

constructions supplémentaires permettant la purification de PHYL1OY sont réalisées. Pour la 

première construction, la séquence de PHYL1OY est amplifiée (amorces 22, Annexe 3) et clonée 

dans le vecteur pESPRIT2 (Annexe 8, Hart et Tarendeau 2006; Guilligay et al. 2008), 

permettant la production de protéine taggée en N terminal par le tag 6xHis (succession de six 

histidines (tag 6xHis) suivie d’un site de clivage spécifique (ENLYFQ) à la protéase du virus de 

la gravure du tabac (TEV)). Pour cela, le vecteur est linéarisé par PCR (amorces 23, Annexe 3). 

Ces deux fragments sont ensuite purifiés puis liés par Gibson Assembly® comme décrit 

précédemment. Cette première construction est utilisée pour la purification de protéine 

PHYL1OY (après clivage du tag 6xHis) pour la purification de complexes protéiques en 

chromatographie d’exclusion stérique, les études en SEC-MALS et les cristallisation de 

complexes protéiques (Figure 38.B). Une deuxième construction est réalisée en ajoutant sur 

la construction précédente un résidu cystéine en C-terminal de la protéine PHYL1OY par 

mutagénèse dirigée (amorces 24, Annexe 3). Le vecteur pESPRIT2 ainsi obtenu permet la 

purification de protéine PHYL1OY-Cys (après clivage du tag 6xHis) qui est utilisée, après 

marquage, pour l’anisotropie de fluorescence (Figure 38.C).  
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Le vecteur utilisé pour la production de SEP3[75-178] est pESPRIT2 (Hart et Tarendeau 2006; 

Guilligay et al. 2008). Cette construction était déjà disponible au laboratoire (Puranik et al. 

2014) et contient un tag 6xHis, un site de clivage à la TEV puis la séquence de SEP3 [75-178] 

(Figure 38.D). 

Le vecteur utilisé pour la production de l’hétérocomplexe SEP3[75-178]/AG[90-189] (en co-

expression) est pETDuet™-1 (Annexe 9, Novagen). Ce vecteur permet la co-expression de deux 

gènes et donc la production de deux protéines simultanément (sous induction par IPTG 

comme détaillé précédemment). Cette construction était déjà disponible au laboratoire et 

contient la protéine SEP3[75-178] taggée en N-terminal avec un tag 6xHis et la protéine AG[90-189] 

taggée en N-terminal avec un tag Maltose Binding Protein (MBP) et en C-terminal avec un tag 

S. Entre chaque tag cité précédemment et la protéine taggée se trouve un site de clivage 

spécifique (ENLYFQ) à la TEV (Figure 38.E). D’après des analyses préliminaires, le tag MBP 

d’AG[90-189] permet d’obtenir un meilleur rendement en améliorant la solubilité de la protéine. 

Une seconde construction est réalisée afin d’optimiser la purification d’hétérocomplexe 

(Figure 38.F). Dans un premier temps, le tag 6xHis ainsi que le site de clivage à la TEV de 

SEP3[75-178] sont retirés par PCR (amorces 25, Annexe 3). Ce produit PCR est digéré par l’enzyme 

DpnI afin de dégrader le plasmide modèle puis purifié et relié par Gibson Assembly® (Figure 

38.F.1). Dans un second temps, un tag 6xHis est ajouté en N-terminal du tag MBP d’AG[90-189] 

par PCR (amorces 26, Annexe 3). Ce produit PCR est digéré par l’enzyme DpnI afin de dégrader 

le plasmide modèle puis purifié et relié par Gibson Assembly® (Figure 38.F.2). Pour purifier la 

protéine AG[90-189], une construction est réalisée en retirant la séquence de SEP3[75-178] par PCR 

(amorces 27, Annexe 3). Ce produit PCR est digéré par l’enzyme DpnI afin de dégrader le 

plasmide modèle puis purifié et relié par Gibson Assembly® (Figure 38.G). 
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Figure 38 : Schéma des constructions réalisées. Les constructions réalisées sont (A) pGEX-4T-1_GST-
sitethrombine-PHYL1OY (Iwabuchi et al. 2019), (B) pESPRIT2_siteTEV-PHYL1OY, (C) pESPRIT2_siteTEV-
PHYL1OY-Cys, (D) pESPRIT2_siteTEV-SEP3[75-178] (Puranik et al. 2014), (E) pETDuet-1_6xHis-siteTEV-
SEP3[75-178]/MBP-siteTEV-AG[90-189]-siteTEV-S, (F) pETDuet-1_SEP3[75-178]/MBP-siteTEV-AG[90-189]-siteTEV-
S puis pETDuet-1_SEP3[75-178]/6xHis-MBP-siteTEV-AG[90-189]-siteTEV-S et (G) pETDuet-1_6xHis-MBP-
siteTEV-AG[90-189]-siteTEV-S. Les flèches, numéros et inserts précédés d’un – ou d’un + montrent les 
modifications successives permettant de passer de (E) à (F) et de (F) à (G). Les parties soulignées 
indiquent les séquences déjà présentes dans les vecteurs vides.  
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2. Production de protéines recombinantes 

a. Culture de bactéries et induction des protéines recombinantes 

Des bactéries E. coli de souche Rosetta2™ sont transformées par choc thermique comme 

décrit précedemment pout E.Coli. Les bactéries sont étalées sur boîtes de LB/Agar (LB 20g/L 

et Agar 15g/L) après transformation. Ces boîtes contiennent du chloramphénicol 34µg/ml 

(résistance présente dans les bactéries Rosetta2™) ainsi que de la kanamycine 50µg/ml pour 

les constructions dans pESPRIT2 ou de la carbénicilline 100µg/ml pour les constructions dans 

pETDuet™-1 et pGEX-4T-1. Les boîtes sont incubées 16h à 37°C. Une préculture est ensuite 

réalisée en repiquant une colonie dans 15mL de milieu liquide (LB 20g/L, complémenté par du 

chloramphénicol 34µg/ml et de la kanamycine 50µg/ml ou de la carbénicilline 100µg/ml selon 

la construction) sous agitation (130rpm) à 37°C. Après 16h d’incubation, 15mL de préculture 

sont ajoutés par litre de milieu liquide (LB 20g/L avec chloramphénicol et kanamycine ou 

carbénicilline). Cette culture est incubée dans une étuve à 37°C sous agitation à 130rpm 

jusqu’à obtention d’une absorbance suffisante (A600nm=0.6). De l’IPTG à une concentration 

finale de 1mM est ajouté afin d’induire la production de protéine. La culture est ensuite 

incubée à 20°C sous agitation à 130rpm pendant 16h puis est centrifugée à 5000rpm pendant 

30 minutes à 4°C. Les culots peuvent être congelés à -80°C ou utilisés directement pour la 

purification. 

b. Lyse des bactéries par sonication aux ultrasons 

Le culot ainsi obtenu est repris dans le tampon de lyse (50mL/L de culture bactérienne 

culottée, NaCl 300mM, TRIS 50mM pH7,5, TCEP 1mM) auquel est ajoutée une pastille d’anti-

protéase (Complete EDTA Free©, Roche) et 0,1% (m/v) de lysozyme (Q-Bio Gene). Le mélange 

est soniqué pendant 15 minutes à une fréquence de 50% et une amplitude de 70%. L’extrait 

obtenu est centrifugé à 11600rpm pendant 30 minutes à 4°C et le surnageant contenant la 

protéine soluble est collecté. L’ensemble des tampons utilisés pour ces expériences est 

renseigné dans le Tableau 5. 
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Tableau 5 : Tampons utilisés lors des sonications et purifications décrites dans ce manuscrit. Les 
tampons de sonication, lyse et chromatographie d’exclusion stérique (SEC) sont les mêmes pour toutes 
les purifications. 

3. Purification de protéines par colonne d’affinité 

Toutes les purifications sont réalisées par gravité à température ambiante (20°C). Le Tableau 

6 récapitule l’ensemble des protéines purifiées dans cette thèse.  

a. Purification des protéines GST-PHYL1OY et PHYL1OY sur résine de 

glutathion Sépharose 

La protéine GST-sitethrombine-PHYL1OY (que nous appellerons GST-PHYL1OY après) est 

exprimée grâce à la construction dans pGEX-4T-1 (Iwabuchi et al. 2019) (Figure 38.A). Pour 

cette purification, 1mL de résine de glutathion Sépharose (GE Healthcare) est utilisée afin de 

lier le tag GST. La résine est équilibrée avec 10 volumes de colonne (soit 10mL) de tampon de 

purification (300mM NaCl, 50mM TRIS pH7,5, 1mM TCEP). Le surnageant contenant la 
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protéine soluble est passé sur la colonne afin de lier le tag GST de la protéine à la résine. La 

colonne est lavée par 30 volumes de colonne (CV) de tampon de purification (NaCl 300mM, 

TRIS 50mM pH7,5, TCEP 1mM) afin de rompre de nombreuses interactions non spécifiques et 

d’éliminer les protéines contaminantes pouvant s’être liées à la colonne de façon non 

spécifique. Enfin 15 CV de tampon d’élution (NaCl 300mM, TRIS 50mM pH7,5, glutathion 

réduit 20mM, TCEP 1mM) sont passés sur la colonne pour éluer la protéine GST-PHYL1OY ; le 

glutathion réduit étant mobile et ayant une affinité supérieure à la résine de glutathion, la GST 

se décroche entrainant avec elle la protéine PHYL1OY. Des fractions de 1mL d’élution sont 

collectées. Les fractions récoltées durant la purification sont analysées sur gel SDS-PAGE 15% 

(7,5µL de chaque fraction) afin de vérifier la présence de la protéine dans l’élution et son degré 

de pureté.  

Pour obtenir de la protéine GST-PHYL1OY, les fractions d’élution contenant la protéine sont 

dialysées pendant 16h à 4°C dans un tampon de dialyse (NaCl 300mM, TRIS 50mM pH7,5, 

TCEP 1mM). La dialyse permet en une seule étape d’éliminer le glutathion réduit et les petits 

contaminants. L’élution dialysée est concentrée jusqu’à 5-10mg/mL (mesurée au NanoDrop™ 

Thermo Scientific) avant d’être purifiée en chromatographie d’exclusion stérique (SEC).  

Pour obtenir de la protéine PHYL1OY, les fractions d’élution sont dialysées dans le tampon de 

dialyse pour produire GST- PHYL1OY (NaCl 300mM, TRIS 50mM pH7,5, TCEP 1mM) auquel est 

ajoutée de la thrombine (1:1, unité de thrombine:mg de protéine à clivée). De même, la 

dialyse permet en une seule étape d’éliminer le glutathion réduit et les petits contaminants. 

L’élution dialysée est passée sur 1mL de résine de glutathion Sépharose (préalablement 

préparée et équilibrée dans le tampon de dialyse sans thrombine) afin d’éliminer le tag GST 

puis 1mL de résine de benzamidine Sépharose (GE Healthcare), préalablement préparée et 

équilibrée dans le tampon de dialyse, afin d’éliminer la thrombine. Cette méthode a montré 

des problèmes de contamination par le tag GST même après passage sur résine de glutathion 

et purification en SEC. Une nouvelle purification est réalisée et suit les mêmes étapes que la 

purification précédente jusqu’à l’élution. Ici l’élution est remplacée par une étape de clivage 

dans laquelle la résine liée au tag GST de PHYL1OY est incubée à 4°C pendant 16h avec du 

tampon de clivage (NaCl 300mM, TRIS 50mM pH7,5, TCEP 1mM, thrombine 1:1, unité de 

thrombine:mg de protéine à clivée). Pendant cette incubation, la thrombine clive le site 

spécifique présent entre le tag GST et PHYL1OY ce qui libère PHYL1OY de son tag. Après 16h, la 
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fraction éluée contient PHYL1OY alors que le tag GST reste lié à la résine de glutathion 

Sépharose. 7,5µL de cette élution sont analysés sur gel SDS-PAGE 15% afin de vérifier la 

présence de la protéine dans l’élution, son degré de pureté et l’absence de tag GST. Cette 

fraction est ensuite concentrée jusqu’à 5-10mg/mL (mesurée au NanoDrop™ Thermo 

Scientific) avant d’être purifiée en SEC. 

b. Purification des protéines PHYL1OY, PHYL1OY-Cys et SEP3[75-178] et AG[90-189] 

du complexe SEP3[75-178]/AG[90-189] sur résine de nickel Sépharose 

Les protéines 6xHis-PHYL1OY, 6xHis-PHYL1OY-Cys, 6xHis-SEP3[75-178] et 6xHis-MBP-AG[90-189]-S 

ainsi que le complexe SEP3[75-178]/6xHis-MBP-AG[90-189]-S sont exprimés grâce aux 

constructions pESPRIT2_6xHis-PHYL1OY (Figure 38.B), pESPRIT2_6xHis-PHYL1OY-Cys (Figure 

38.C) pESPRIT2_6xHis-SEP3[75-178] (Puranik et al. 2014) (Figure 38.D), pETDuet-1_6xHis-MBP-

AG[90-189]-S (Figure 38.G) et pETDuet-1_SEP3[75-178]/6xHis-MBP-AG[90-189]-S (Figure 38.F.2) 

respectivement. L’hétérocomplexe SEP3[75-178]/6xHis-MBP-AG[90-189]-S est purifié en liant le tag 

6xHis(-MBP) d’AG[90-189] (qui interagit avec SEP3[75-178] et le retient) à la résine de nickel. Toutes 

ces protéines (et hétérocomplexe) sont purifiées en suivant le protocole suivant. 

Le tag 6xHis permet la liaison entre la protéine d’intérêt et la résine de nickel Sépharose (Ni-

NTA résine, Thermo Scientific). 1mL de résine est ajoutée dans la colonne puis équilibrée à 

l’aide de 10 CV de tampon de lyse (NaCl 300mM, TRIS 50mM pH7,5, TCEP 1mM). Le surnageant 

contenant la protéine d’intérêt soluble est ensuite passé sur la colonne afin de lier le tag 6xHis 

de la protéine à la résine puis la colonne est lavée par 30 CV de tampon de lavage (NaCl 

300mM, TRIS 50mM pH7,5, imidazole 10mM TCEP 1mM). Enfin 15 CV de tampon d’élution 

(NaCl 300mM, TRIS 50mM pH7,5, imidazole 250mM TCEP 1mM) sont passés sur la colonne 

pour éluer la protéine SEP3[75-178] ; la forte concentration en imidazole de cette solution 

déstabilise la liaison entre la résine et le tag 6xHis de la protéine. Des fractions de 1mL 

d’élution sont collectées. Les fractions récoltées durant la purification sont analysées sur gel 

SDS-PAGE 15% (7,5µL de chaque fraction) afin de vérifier la présence de la protéine dans 

l’élution et son degré de pureté. Les fractions d’élution contenant la protéine sont dialysées 

pendant 16h à 4°C dans un tampon de dialyse (NaCl 300mM, TRIS 50mM pH7,5, TCEP 1mM) 

auquel est ajoutée de la protéase TEV (1:100, mg de TEV:mg de protéine à clivée) portant un 

tag 6xHis non clivable (6xHis-TEV). Cette dialyse permet en une seule étape d’éliminer 

l’imidazole et les petits contaminants et de couper le tag 6xHis de la protéine. L’élution 
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dialysée est passée sur 1mL de résine de nickel Sépharose (préalablement préparée et 

équilibrée dans le tampon de dialyse sans TEV) afin d’éliminer la protéase 6xHis-TEV (liée par 

son tag à la colonne) et les tag 6xHis clivés de PHYL1OY, PHYL1OY-Cys et SEP3[75-178] et le tag 

6xHis-MBP clivé d’AG[90-189]. 7,5µL de la fraction collectée sont analysées sur gel SDS-PAGE 15% 

afin de vérifier l’efficacité du clivage et l’absence de protéase. La fraction est concentrée 

jusqu’à 5-10mg/mL (mesurée au NanoDrop™ Thermo Scientific) avant d’être purifiée en SEC. 

c. Purification du complexe SEP3[75-178]/AG[90-189] sur résine de dextrine 

Sépharose 

Le complexe 6xHis-siteTEV-SEP3[75-178]/MBP-siteTEV-AG[90-189]-siteTEV-S est exprimé grâce à la 

construction pETDuet-1_6xHis-siteTEV-SEP3[75-178]/MBP-siteTEV-AG[90-189]-siteTEV-S (Figure 

38.E). Pour cette purification, 1 mL de résine de dextrine Sépharose (GE Healthcare) est 

utilisée afin de lier le tag MBP d’AG[90-189] (qui interagit avec SEP3[75-178] et le retient). La résine 

est équilibrée avec 10 CV de tampon de purification (NaCl 300mM, TRIS 50mM pH7,5, TCEP 

1mM). Le surnageant contenant l’hétérocomplexe soluble est passé sur la colonne afin de lier 

le tag MBP d’AG[90-189] à la résine puis le lavage de 30 CV se fait avec le tampon de purification. 

Enfin 15 CV de tampon d’élution (NaCl 300mM, TRIS 50mM pH7,5, maltose 20mM, TCEP 1mM) 

sont passés dans la colonne pour éluer la protéine GST-PHYL1OY ; le maltose ayant une affinité 

supérieure à la résine de dextrine, la MBP se décroche entrainant avec elle l’hétérocomplexe. 

Des fractions de 1mL d’élution sont collectées. Les fractions récoltées durant la purification 

sont analysées sur gel SDS-PAGE 15% (7,5µL de chaque fraction) afin de vérifier la présence 

de l’hétérocomplexe dans l’élution et son degré de pureté. Les fractions d’élution contenant 

l’hétérocomplexe sont dialysées pendant 16h à 4°C dans un tampon de dialyse (NaCl 300mM, 

TRIS 50mM pH7,5, TCEP 1mM) auquel est ajoutée de la protéase TEV (1:100, mg de TEV:mg 

de protéine à clivée). La dialyse permet en une seule étape d’éliminer le maltose et les petits 

contaminants. L’élution dialysée est passée sur 1mL de résine de dextrine (préalablement 

préparée et équilibrée dans le tampon de dialyse sans TEV) afin d’éliminer le tag MBP clivé 

d’AG[90-189]. 7,5µL de la fraction collectée sont analysées sur gel SDS-PAGE 15% afin de vérifier 

l’efficacité du clivage. La fraction est concentrée jusqu’à 5-10mg/mL (mesurée au NanoDrop™ 

Thermo Scientific) avant d’être purifiée par SEC. 
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Tableau 6 : Protéines recombinantes produites et purifiées dans cette thèse.  

4. Purification de protéines et complexes par chromatographie d’exclusion 

stérique ou SEC  

Toutes les protéines (ou hétérocomplexe) sont purifiées de la même manière en SEC à 

température ambiante (20°C). Une fois débarrassées de leurs tags et concentrées, les 

protéines obtenues sont purifiées en SEC (Biorad) afin d’éliminer les agrégats, les tags et 

éventuels contaminants restants et ainsi d’assurer la pureté des protéines d’intérêt. Les 

protéines à 5-10mg/mL sont injectées dans le tampon de SEC (NaCl 300mM, TRIS 50mM 

pH7,5, TCEP 1mM) filtré dans une maille de 0,2µM. En traversant la colonne (Superdex® 200 

Increase 10/300 GL, GE Healthcare) à un débit de 0,5mL/min, les différents composés présents 

dans l’injection sont séparés par leur rayon hydrodynamique : plus ils sont volumineux, plus 

ils sortent tôt. Les fractions de 1mL sont récoltées et 7,5µL de chacune est chargée sur gel SDS-

PAGE 15% pour identifier le pic correspondant aux protéines d’intérêt et vérifier leur pureté. 

Les fractions contenant uniquement les protéines d’intérêt sont concentrées jusqu’à 5-

10mg/mL et conservées à 4°C ou -80°C en fonction de l’utilisation qui en sera faite. 
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F. Détermination de la stœchiométrie des complexes SEP3[75-178]/AG[90-

189]/PHYL1OY et SEP3[75-178]/PHYL1OY par SEC-MALS 

1. Formation des complexes SEP3[75-178]/AG[90-189]/PHYL1OY et SEP3[75-

178]/PHYL1OY 

Différents tests de formation du complexe SEP3[75-178]/PHYL1OY sont réalisés en mélangeant 

les protéines SEP3[75-178] et PHYL1OY selon différents ratios (4/1, 2/1, 1/1, 1/2 et 1/4). Ces 

différents mélanges sont purifiés en SEC comme décrit ci-dessus. Comme précédemment, les 

fractions correspondant aux pics du chromatogramme sont analysées en gels SDS-PAGE 15%. 

Les fractions, issues du mélange 2/1, suggèrent que la stœchiométrie du complexe est de 2/1. 

Les fractions contenant le complexe sont concentrées et conservées à -80°C pour une 

utilisation ultérieure ou à 4°C pour une utilisation immédiate. De la même manière, le 

complexe SEP3[75-178]/AG[90-189]/PHYL1OY est formé en suivant la stœchiométrie 1/1/1 (deux 

MADS pour un PHYL1OY) puis purifié en SEC. Les fractions sont analysées en gels SDS-PAGE 

15% et celles contenant le complexe sont concentrées et conservées à -80°C pour une 

utilisation ultérieure ou à 4°C pour une utilisation immédiate. 

2. Détermination de la stœchiométrie par chromatographie d’exclusion 

stérique couplée avec la mesure de la diffusion de la lumière sous 

multiples angles : SEC-MALS 

Le SEC-MALS permet la séparation de molécules par leur taille (par la SEC) puis la 

détermination précise de la masse molaire des espèces présentes en solution dans chaque pic 

du chromatographe (par le MALS) (Some et al. 2019). Les deux expériences de SEC-MALS sont 

réalisées par la plateforme biophysique AUC-PAOL de l’IBS à Grenoble 

(https://www.isbg.fr/caracterisations-biophysiques/paol/). Les protéines sont injectées dans 

une colonne Superdex® 75 10/300 GL, équilibrée à 4°C dans le tampon de SEC utilisé lors des 

purifications (NaCl 300mM, TRIS 50mM pH7,5, TCEP 1mM) à un débit de 0,5mL/min puis 

analysés par MALS. Pour l’expérience sur le complexe SEP3[75-178]/AG[90-189]/PHYL1OY, trois 

injections de 40µL sont réalisées : les protéines SEP3[75-178]/AG[90-189] (5,9mg/mL) et PHYL1OY 

(5,8mg/mL) et le complexe SEP3[75-178]/AG[90-189]/PHYL1OY (6mg/mL, formé en suivant la 

stœchiométrie 1/1/1,1). Dans cette expérience un léger excès de PHYL1OY est ajouté afin de 

repérer l’apparition d’un pic au volume d’élution de PHYL1OY et de valider la stœchiométrie 

https://www.isbg.fr/caracterisations-biophysiques/paol/
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supposée du complexe. Pour l’expérience en SEC-MALS du complexe SEP3[75-178]/PHYL1OY, 

trois injections de 20µL sont réalisées : les protéines SEP3[75-178] (10mg/mL) et PHYL1OY 

(4mg/mL) et le complexe SEP3[75-178]/PHYL1OY (9mg/mL, formé en suivant la stœchiométrie 

2/1).  

G. Détermination des constantes d’affinité par anisotropie de 

fluorescence : FA 

L’hétérocomplexe SEP3[75-178]/AG[90-189] et les protéines SEP3[75-178] et PHYL1OY-Cys sont 

purifiés comme décrit précédemment. PHYL1OY-Cys est liée à la fluorescéine (Fluorescein-5-

Maleimide, Thermo Scientific) par une liaison thioester entre les groupements thiols du résidu 

cystéine et le composé chimique maleimide (acide maléique et imide) lié à la fluorescéine. 

Pour réaliser ce marquage, la fluorescéine est homogénéisée dans du DMSO et ajoutée en 

excès (calculé pour avoir cinq fois plus de moles de fluorescéine que de protéine) à de la 

protéine PHYL1OY-Cys à 10mg/mL dans le tampon utilisé pour la purification en SEC (NaCl 

300mM, TRIS 50mM pH7,5, TCEP 1mM). Ce mélange est incubé 3h à température ambiante 

(20°C) à l’obscurité puis le complexe PHYL1OY-Cys-fluorescéine est purifié par passage sur une 

colonne de dessalage (PD MiniTrap G-10, Cytiva). Les différentes fractions éluées sont 

analysées sur gel SDS-PAGE 15% et leur absorbance est mesurée au Nanodrop puis les 

fractions contenant la protéine marquée sont conservées. La fluorescence du complexe 

PHYL1OY-Cys-fluorescéine à 50nM dans le tampon précédent (NaCl 300mM, TRIS 50mM pH7,5, 

TCEP 1mM) est mesurée à 510nm après émission d’une lumière monochromatique 

d’excitation à 470nm à l’aide d’un scanneur TECAN infinite M1000 PRO. Les complexes SEP3[75-

178]/AG[90-189] et SEP3[75-178] sont ajoutés au complexe PHYL1OY-Cys-fluorescéine à des 

concentrations croissantes (50nM, 75nM, 100nM, 125nM, 150nM, 175nM, 

200nM, 400nM, 800nM, 1600nM, 2500nM et 3200nM) et la fluorescence est mesurée. La FA, 

notée A, est calculée d’après l’équation : 

𝐴 =
𝐼𝑣 − 𝐼ℎ
𝐼𝑣 + 2𝐼ℎ

 

Dans cette équation, Iv et Ih sont les composants parallèle et perpendiculaire de la 

fluorescence polarisée émise. Les changements d’anisotropie suivent la fonction linéaire : 
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𝐴 = 𝐴𝑓 + (𝐴𝑏 − 𝐴𝑓)
[𝑃𝑏]

[𝑃𝑡]
 

Dans cette équation, Af est l’anisotropie de PHYL1OY-Cys-fluorescéine libre, Ab est 

l’anisotropie du complexe PHYL1OY-Cys-fluorescéine/MADS, [Pb] est la concentration de 

PHYL1OY-Cys-fluorescéine liée et [Pt] est la concentration totale de PHYL1OY-Cys-fluorescéine. 

L’anisotropie dépend de la concentration de MADS et du Kd du complexe comme décrit par 

l’équation : 

𝐴 = 𝐴𝑓 + (𝐴𝑏 − 𝐴𝑓)
𝛼 − (𝛼2 − 4. [𝑀𝑡]. [𝑃𝑡])

1/2

2. [𝑃𝑡]
 

Dans cette équation, α=[Mt]+[Pt]+Kd et [Mt] est la concentration de MADS. L’utilisation des 

données d’anisotropie et de l’équation permet l’obtention d’un Kd pour chaque complexe. 

Le marquage à la fluorescéine du résidu cystéine de PHYL1OY est réalisé par Dr Chloé Zubieta, 

directrice de recherche et cheffe de notre équipe et j’ai réalisé les expériences d’anisotropie 

de fluorescence avec l’aide de Dr Sarah Le Hir, chercheuse permanente dans notre équipe.  

H. Analyse de la liaison à l’ADN par gel retard (EMSA)  

1. Choix des vecteurs 

Les vecteurs utilisés sont les plasmides pSP64 PolyA (Promega, Annexe 10) et pTNT PolyA 

(Promega, Annexe 11) qui permettent la production de protéine en utilisant le système de 

transcription et traduction in vitro (TnT® Promega SP6 High Yield Expression System, K. Q. Zhao 

et al. 2007; L. Zhao et al. 2010). A la suite du site multiple de clonage (MCS) où la séquence 

d’intérêt est insérée, se trouve une succession de 30 adénines. Cette séquence appelée queue 

polyA limite la dégradation de l’ARN messager (ARNm) issu de la transcription de l’ADN et 

permet un meilleur rendement de production de protéine in fine. Ainsi, ce système permet de 

produire des protéines très rapidement et efficacement sans en connaître toutefois la 

concentration finale.  

2. Constructions réalisées et utilisées  

Le Tableau 7 répertorie l’ensemble des constructions réalisées pour ces expérimentations. La 

plupart des constructions étaient disponibles à mon arrivée au laboratoire (Silva et al. 2016; 

Hugouvieux et al. 2018) sauf les constructions pSP64_SEP3L154A+L164A et pSP64_SEP3L157A+L171A 
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que j’ai réalisées. Pour cela, les séquences de SEP3 contenant les doubles mutations des 

vecteurs de Y2H sont amplifiées (amorces 28, Annexe 3), le plasmide pSP64 est linéarisé par 

digestion par l’enzyme BamHI-HF et les fragments sont purifiés et liés par Gibson Assembly® 

comme décrit précédemment.  

 

Tableau 7 : Constructions réalisées et utilisées en EMSA dans cette thèse. 

3. Production des protéines MADS par transcription et traduction in vitro 

Les protéines MADS sont produites par TnT®. Pour obtenir des intensités de bandes 

comparables entre les hétérocomplexes et les homocomplexes de MADS, les quantités de 

plasmides sont ajustées dans le mélange TnT®. Les homocomplexes de protéines MADS sont 

produits avec 6µL de produit TnT® (Promega SP6 High Yield Expression System), 2µg de 

plasmide et de l’eau Milli-Q® en QSP 10µL. Les hétérocomplexes de protéines MADS sont 

produits avec 6µL de produit TnT® (Promega SP6 High Yield Expression System), 0,5µg de 

chaque plasmide et de l’eau Milli-Q® en QSP 10µL. Ces mélanges sont réalisés à 4°C puis 

incubés 2h à 25°C.  
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4. Liaison des protéines à la sonde ADN 

Les protéines MADS produites en TnT® sont incubées avec une sonde d’ADN marqué. Deux 

sondes amplifiées à partir du promoteur de SEP3 sont utilisées dans cette thèse : une sonde 

marquée Cys5 en 5’ et 3’ de 52 paires de bases (pb) contenant une CArG box (amplifiée par 

les amorces 29, Annexe 3) ainsi qu’une sonde marquée Cys5 en 5’ et 3’ de 103pb contenant 

deux CArG box (amplifiée par les amorces 29F et 30R, Annexe 3) (Figure 39).  

 

Figure 39 : Amorces utilisées pour amplifier les sondes ADN d’EMSA.  

Les différentes protéines MADS sont ajoutées à un tampon contenant 10nM de la sonde 

d’intérêt, 7mM d’HEPES pH7, 0,1mM de BSA, 1mM d’EDTA, 1mM de DTT, 2,5% de CHAPS, 6% 

de glycérol, 0,06mg/ml d’ADN compétiteur et 1,3mM spermidine (Smaczniak, Immink, Muiño, 

et al. 2012; Silva et al. 2016). Les protéines sont ajoutées selon différentes quantités : 4µL pour 

les homocomplexes de MADS formés par TnT®, 0,5µL pour les hétérocomplexes de MADS 

formés par TnT® et 1µL pour les protéines GST-PHYL1OY et GST purifiées comme décrit 

précédemment. Les protéines GST-PHYL1OY et GST sont ajoutées à différentes concentrations 

selon les expériences réalisées (voir Figure 65, Figure 66, Figure 67, Figure 68 et Figure 74). Le 

mélange est complété avec de l’eau en QSP 15µL et incubé 1h à 4°C à l’obscurité. 

5. Migration et numérisation du gel retard 

Deux gels d’acrylamide non dénaturants à 5 % migrent d’abord à vide pendant 1h30 à 30V 

dans un tampon de TBE1X. 7µL du milieu réactionnel sont ensuite déposés sur chaque gel. Les 

gels migrent dans du TBE1X 5 minutes à 100V puis 1h15 et 1h30 à 75V pour les sondes 52pb 

et 103pb respectivement. La migration à vide des gels et lorsqu’ils contiennent le mélange 

réactionnel est réalisée à 4°C et à l’obscurité. Chaque gel est ensuite exposé à une longueur 

d’onde de 635nm et numérisé à l’aide d’un scanneur Amersham ImageQuant 800.  
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I. Cristallisation de SEP3[75-178]/AG[90-189] et SEP3[75-178]/PHYL1OY par la 

méthode de la goutte suspendue  

1. Essais de cristallisation par une plateforme automatisée et choix des 

conditions prometteuses 

Les complexes SEP3[75-178]/PHYL1OY et SEP3[75-178]/AG[90-189]/PHYL1OY sont formés au ratio 2/1 

et 1/1/1 respectivement et le complexe SEP3[75-178]/AG[90-189] purifié sont purifiés par SEC 

comme décrit précédemment. Des essais préliminaires de cristallisation dans de 576 tampons 

différents (kits PEGs-1_qiagen, Classics-Suite_qiagen, PACT_MD, JCSG_MD, Salt-

Grid_hampton et Wizard_I-+II_rizaku) avec trois concentrations de précipitant (volume de 

protéines/volume de tampon : 1/3, 1/1 et 3/1) sont réalisés par la plateforme de cristallisation 

à haut débit CRIMS de l’EMBL et l’IBS à Grenoble.  

Pour le complexe SEP3[75-178]/AG[90-189]/PHYL1OY (5mg/mL), aucune condition n’a permis 

l’obtention de cristaux.  

Pour le complexe SEP3[75-178]/AG[90-189] (6mg/mL), les quatre conditions montrant des cristaux 

polyédriques sont les tampons de thiocyanate de potassium 0,2M, Bis Tris propane 0,1M 

pH7,5, PEG3350 20% (après 60 jours), de cacodylate de sodium 0,1M pH6,5, MPD 40%, 

PEG8000 5% (après 30 jours), de Tris 0,1M pH8, formate de sodium 2,4M pH8 (après 30 jours) 

et de sulfate de lithium 0,2M, imidazole 0,1M pH8, PEG3000 10% (après 4 jours). Les cristaux 

obtenus sont testés en diffraction aux rayons X sur la ligne de lumière ID23-2 de l’ESRF par Dr. 

Chloé Zubieta.  

Pour le complexe SEP3[75-178]/PHYL1OY (9mg/mL), les deux conditions montrant des cristaux 

polyédriques sont des tampons d’acétate de sodium 0,1M pH4,6, chlorure de sodium 2M 

(après 14 jours) et d’acétate de sodium 0,1M ph4,6, formate de sodium 2M (après 90 jours).  

Pour le complexe SEP3[75-178]/AG[90-189], les seuls cristaux diffractant sont ceux ayant poussés 

dans le tampon de Tris 0,1M pH8, formate de sodium 2,4M pH8 alors que pour le complexe 

SEP3[75-178]/PHYL1OY, les cristaux ayant poussé sur les deux tampons diffractent (très 

faiblement).  
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2. Optimisation des conditions de cristallisation au laboratoire 

Les trois conditions précédentes (Tris 0,1M pH8, formate de sodium 2,4M pH8, acétate de 

sodium 0,1M pH4,6, chlorure de sodium 2M et d’acétate de sodium 0,1M ph4,6, formate de 

sodium 2M) sont ensuite retestées manuellement au laboratoire. Pour cela, les essais de 

cristallisation sont réalisés à température ambiante (20°C) sur des plaques 24 et 48 puits 

(plaque VDX™ avec mastic HR3-171 et plaque VDX48 avec mastic HR3-275 respectivement, 

Hampton Research). Pour cela, 500µL et 125µL de tampons sont déposés dans les puits de 

plaques 24 et 48 puits respectivement et constituent le réservoir. Différentes concentrations 

de précipitant sont ensuite déposées en forme de goutte sur des lamelles rondes (22mm HR3-

231 et 12mm HR3-278T pour les plaques 24 et 48 puits respectivement, Hampton Research) 

(Figure 40.A). Les lamelles sont ensuite déposées sur les joints de mastic en orientant les 

gouttes de protéine/tampon face au puit ce qui permet de sceller l’environnement 

puit/lamelle (Figure 40.B). Les plaques ainsi scellées sont incubées à 4°C à l’obscurité. 

 

Figure 40 : Schéma du protocole de cristallisation de complexe protéique. Les plaques de 
cristallisation et puits sont représentés par les pavés et cylindres gris respectivement. Les cercles 
marrons et noirs représentent le mastic servant à sceller les lamelles et les lamelles respectivement. 
(A) Un mélange de protéines (croix noires) et de tampon est déposé sous forme de goutte d’un côté 
de la lamelle. Cette lamelle est ensuite déposée sur le mastic en orientant les gouttes de 
protéine/tampon face au réservoir (bleu) du puit. (B) La lamelle déposée sur le mastic crée un 
microenvironnement dans le puit permettant à la goutte de protéines/tampon d’être exposée 
indirectement au tampon. 

Pour le complexe SEP3[75-178]/AG[90-189], des gammes sont réalisées sur deux conditions : la 

concentration de formate de sodium (1,8M, 2M, 2,1M, 2,2M, 2,3M et 2,4M) ainsi que le ratio 

de protéine/tampon dans la goutte (2/1, 1/1 et 1/2). Des cristaux sont obtenus pour les 

concentrations de formate de sodium 1,8M, 2M, 2,1M et 2,2M à pH8 et pour toutes les 
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concentrations de précipitant. Pour le complexe SEP3[75-178]/PHYL1OY, des gammes sont 

réalisées sur trois conditions : la concentration (1,6M, 1,8M, 2M, 2,2M, 2,4M et 2,6M) et le 

pH (4,2, 4,4, 4,6 et 4,8) du chlorure de sodium et du formate de sodium ainsi que la 

concentration de précipitant (volume de protéines/volume de tampon : 2/1, 1/1 et 1/2). Après 

différents essais, 96 composés provenant d’un kit (Additive screen HR-428, Hampton 

Research) sont testés sur une condition unique (acétate de sodium 0,1M ph4,6, chlorure de 

sodium 2,04M). Une condition donne de nombreux cristaux polyédriques : le (+/-)-2-Methyl-

2,4-pentanediol (MPD) 5%. L’ajout d’une gamme de MPD (1%, 2,5%, 5%, 7,5%, 10% et 12,5%) 

est réalisée sur cette même condition unique et permet l’obtention de nombreux cristaux avec 

5% de MPD. 

À l’aide d’une boucle, les différents cristaux obtenus sont collectés, déposés dans un tampon 

de cryo-protection (tampon utilisé pour faire croître les cristaux auquel est ajouté du glycérol 

20%) puis congelés dans de l’azote liquide. Ces cristaux sont ensuite testés en diffraction aux 

rayons X sur la ligne de lumière ID23-2 de l’ESRF. Les données de diffraction collectées à 100K 

(-173,15°C) montrent des résolutions minimales de 2,4Å et 3,6Å pour les cristaux de SEP3[75-

178]/AG[90-189] et de SEP3[75-178]/PHYL1OY qui appartiennent aux groupes d’espace C2221 et 

P6122 respectivement. L’indexation des données a été réalisée grâce au programme MxCuBE 

(Gabadinho et al. 2010) et les données ont été intégrées et mises à l’échelle grâce aux 

programmes XDS et XSCALE (Kabsch 2010). Les structures n’ont pas pu être caractérisées 

même par remplacement moléculaire avec les structures connues de SEP3[75-178] (4OX0, 

Puranik et al. 2014) et de PHYL1OY (6JQA, Iwabuchi et al. 2019). La collection et l’étude des 

données de diffraction ont été réalisées par Dr Chloé Zubieta. 
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Chapitre III :  Résultats et discussions 
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I. Identification des MADS-TFs du FQM ciblés par PHYL1OY et 

analyse de son expression dans la plante 

A. Identification des MADS-TFs du FQM ciblés par PHYL1OY par Y2H 

Des études précédentes ont montré que les phyllogènes sont capables d’interagir avec 

certains MADS-TFs du FQM et de causer leur dégradation, via le protéasome 26S, en recrutant 

les protéines RAD23. La dégradation de ces MADS-TFs entraine de forts phénotypes floraux 

notamment la stérilité des plantes (MacLean et al. 2011; 2014; Maejima et al. 2014; 2015; 

Iwabuchi et al. 2019; 2020). 

Dans la littérature, les TFs testés par Y2H pour leur interaction avec PHYL1OY sont WUSCHEL, 

SEP3, AP1 et CAL et seuls SEP3, AP1 et CAL interagissent avec lui (Maejima et al. 2014). Il a été 

observé que PHYL1OY cause la dégradation in vivo de SEP3 et AP1 mais aussi de SEP1, SEP2 et 

SEP4, suggérant qu’il interagit aussi avec ceux-ci (Iwabuchi et al. 2020). Pour déterminer les 

MADS-TFs du FQM (SEP1-4, AG, AP1, AP3 et PI) ciblés par PHYL1OY, une expérience de Y2H est 

réalisée ici. PHYL1OY (et SEP3 en contrôle positif) sont clonés dans le vecteur pGBK-T7 (appât) 

et les différents MADS testés sont clonés dans le vecteur pGAD-T7 (proie). Les souches Y187 

et AH109 sont transformées avec les constructions pGBK-T7 et pGAD-T7 contenant les gènes 

d’intérêt respectivement. Après croisement de ces souches, les croisements sont déposés sur 

milieu sélectif et seuls les croisements contenant des protéines qui interagissent poussent 

(Figure 41).  

On remarque que SEP1-4, AG et AP1 interagissent comme attendu avec SEP3 (colonne 2, Fan 

et al. 1997; Honma et Goto 2001; de Folter et al. 2005; Immink et al. 2009) et aussi avec 

PHYL1OY (colonne 3, Maejima et al. 2014; 2015). Les versions MIKC des TFs AP3 et PI 

n’interagissent pas avec SEP3 (lignes 8 et 9). Il a déjà été observé dans la littérature (Y. Yang, 

Fanning, et Jack 2003) et dans notre laboratoire que les versions MIKC d’AP3 et PI 

n’interagissent pas en levures, même entre elles. AP3 et PI étant des dimères obligatoires, les 

versions MIKC de ces protéines montrent représentent donc des faux négatifs en levures c’est 

pourquoi les versions tronquées de ces protéines (IKC, sans le domaine M) sont testées 

également. Dans ce cas, les versions tronquées d’AP3 (AP3[59-233]) et PI (PI[59-209]) interagissent 

bien avec SEP3 (Honma et Goto 2001) mais n’interagissent toujours pas avec PHYL1OY (lignes 

10 et 11). Ces analyses ont permis d’identifier les MADS-TFs des classes A, C et E du FQM 
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comme cibles de PHYL1OY. Comme dit précédemment, les interactions avec SEP1-4 et AP1 

étaient attendues d’après la littérature (Maejima et al. 2014). L’interaction avec AG est bien 

plus surprenante car SAP54, un homologue de PHYL1OY, interagit avec SEP1-4 et AP1 mais pas 

avec AG (MacLean et al. 2014). Ceci suggère fortement que les différents homologues de 

PHYL1OY présentent des différences d’affinité avec les MADS. 

 

Figure 41 : Etude de l’interaction des différents MADS-TFs du FQM avec SEP3 MIKC et PHYL1OY par 
Yeast-Two-Hybrid. Les domaines IKC d’AP3 et PI (AP3[59-233] et PI[59-209]) ont été utilisés car les versions 
MIKC n’interagissent pas en Y2H. La photographie est prise après 4 jours d’incubation.  

Afin d’observer l’impact de l’expression de PHYL1OY sur le développement floral et de valider 

son interaction avec les MADS-TFs des classes A, C et E du FQM, des plantes transgéniques 

sont générées exprimant PHYL1OY sous le contrôle de différents promoteurs. 

B. Analyse de l’expression de PHYL1OY sur le développement de la fleur  

Toutes les observations que nous détaillerons par la suite sont réalisées sur les premières 

générations de plantes transformées, ou T1.  
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1. Plantes transgéniques exprimant PHYL1OY sous le promoteur 35S 

Dans le cas de plantes Col-0 exprimant PHYL1OY sous le contrôle du promoteur constitutif fort 

35S, de forts phénotypes sont attendus sur l’ensemble des couronnes ainsi que des 

phénotypes de perte d’identité du méristème floral (Maejima et al. 2014). 

La totalité des plantes transformées observées dans cette expérience montre que le 

développement floral est affecté (15/15 soit 100%) comparé à des fleurs sauvages (Figure 

42.A). Les différentes lignées ont été regroupées en trois classes : les classes A, B et C 

regroupant les phénotypes faibles, intermédiaires et forts respectivement (Figure 42.B). Bien 

que nous n’ayons pas analysé le niveau d’expression de PHYL1OY dans les différentes lignées, 

il est fort probable que les classes A, B et C se différencient par leur niveau d’expression de 

PHYL1OY dans la fleur. La classe A ne contient qu’une plante (1/15 soit 6,7%) montrant des 

organes floraux normalement formés dans les couronnes 2 à 4 (Figure 42, classe A) et 

quelques sépales changés en bractées. Les bractées sont des pièces végétales hybrides entre 

une pièce florale et une pièce foliaire présentant des trichomes branchés, caractéristiques 

d’organes foliaires (Figure 42, classe A, flèches vertes), et à leur base des bourgeons axillaires 

donnant eux-mêmes des fleurs (Figure 42, classe A). Ce phénotype rappelle celui d’un mutant 

faible ap1 (Bowman, Smyth, et Meyerowitz 1989; Gustafson-Brown, Savidge, et Yanofsky 

1994) et suggère une dégradation du tétramère SEP/AP1. Cette plante est la seule des quinze 

plantes analysées à produire des graines. La classe B contient trois plantes (3/15 soit 20%) 

montrant des couronnes 1 et 4 affectées. A la place des sépales, des bractées sont observées 

présentant des bourgeons axillaires (Figure 42, classe B, flèches vertes). Les carpelles sont 

différenciés (présence de stigmates) mais déformés et leur gynophore (pédoncule au milieu 

de la fleur qui permet une légère surélévation des carpelles) est anormalement allongé (Figure 

42, classe B gauche). La croissance du gynophore est normalement réprimée par le gène 

KNUCKLES (KNU) (Payne, Johnson, et Koltunow 2004) et ce gène est activé par AG et très 

probablement par le tétramère SEP3/AG (Sun et al. 2009; Hugouvieux et al. 2018).  
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Figure 42 : Phénotypes des plantes d’A. thaliana Col-0 (A) sauvages et (B) sauvages exprimant 
PHYL1OY sous le contrôle du promoteur constitutif fort 35S. Les différentes classes sont annotées avec 
le pourcentage qu’elles représentent sur la totalité des plantes analysées. Les échelles sont annotées 
sur chaque image. Les flèches vertes, blanches et jaunes montrent des trichomes branchés, des ovules 
et des structures semblables à des étamines respectivement. 
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En ouvrant les carpelles des plantes de la classe B, on observe des ovules normalement formés 

sur deux plantes (Figure 42, classe B droite, flèches blanches) et une perte d’identité des 

ovules qui sont remplacés par des tissus verts et des structures semblables à des étamines sur 

la troisième plante (Figure 42, classe B droite, flèches jaunes). Le nombre de graines de ces 

plantes est extrêmement réduit, probablement du fait de la croissance affectée du gynophore 

qui empêche la pollinisation en désynchronisant la croissance du pistil et des étamines. Ces 

phénotypes de la couronne 4 et de la perte d’identité des ovules suggèrent une dégradation 

du tétramère SEP/AG pouvant intervenir dans l’activation de KNU et aussi une dégradation du 

tétramère SEP/AG/STK/SHP, nécessaire pour la formation des ovules. La classe C regroupe la 

majorité des plantes avec onze plantes (11/15 soit 73,3%) et montre des organes floraux très 

affectés dans les 4 couronnes, avec des phénotypes plus prononcés que ceux de la classe B 

dans les couronnes 1 et 4, et des couronnes 2 et 3 affectées à leurs tours (Figure 42, classe C). 

Les sépales sont absents ou changés en bractées avec des bourgeons axillaires et présentent 

souvent des trichomes branchés, observés chez un mutant ap1 (Figure 42, classe C, flèches 

vertes). Les bourgeons axillaires sont beaucoup plus nombreux et forment des sortes de 

bouquets (Bowman, Smyth, et Meyerowitz 1989; Gustafson-Brown, Savidge, et Yanofsky 

1994) (Figure 42, classe C, haut droite). Les pétales sont le plus souvent absents (rappelant le 

phénotype de mutant ap1) ou verdâtres (Figure 42, classe C, haut). Les étamines sont petites, 

parfois vertes et ne produisent pas de pollen (Figure 42, classe C, haut droite et bas). Les 

carpelles ne se différencient pas et sont remplacés par des structures sépaloïdes dans 

lesquelles poussent une nouvelle fleur indiquant que la croissance de la fleur est indéterminée 

(Figure 42, classe C). Les défauts observés dans les couronnes 2 et 3 suggèrent une 

dégradation des complexes SEP/AP1/AP3/PI et SEP/AG/AP3/PI. 

La formation de nombreuses fleurs en bouquet rappelle des phénotypes appelés « chou-

fleur » observées chez les mutants ap1cal et ap1sep1sep2sep4 (Bowman et al. 1993; Ditta et 

al. 2004) et chez les plantes exprimant PHYL1OY sous le contrôle du promoteur 35S (Maejima 

et al. 2014). Ces phénotypes suggèrent une perte d’identité du méristème floral (Figure 43) 

liée à la dégradation de CAL et d’AP1 ou des SEPs et d’AP1 (Figure 43.B et C) (Bowman et al. 

1993; Ditta et al. 2004). Dans l’ensemble, même si toutes les couronnes sont affectées, les 

plus sensibles semblent être les sépales (affectés dès les phénotypes faibles, classe A) et les 

carpelles (affectés dès les phénotypes intermédiaires, classe B). L’ensemble de ces 
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phénotypes suggèrent une atteinte de l’ensemble des complexes du FQM et sont très 

similaires aux phénotypes décrits dans la littérature chez les plantes exprimant SAP54 ou 

PHYL1OY sous le promoteur 35S (MacLean et al. 2011; Maejima et al. 2014). 

 

Figure 43 : Phénotypes des plantes d’A. thaliana Col-0 exprimant PHYL1OY sous le contrôle du 
promoteur constitutif fort 35S montrant une perte d’identité du méristème floral. (A) Plante de la 
classe C (voir Figure 42). Les flèches noires montrent les zones méristématiques affectées zoomées à 
droite. Les échelles sont annotées. Plantes (B) double mutant ap1cal (Bowman et al. 1993) et (C) 
quadruple mutante ap1sep1sep2sep4 (Ditta et al. 2004) montrant des zones méristématiques 
affectées en forme de chou-fleur d'après Ditta et al. 2004. 

2. Plantes transgéniques exprimant PHYL1OY sous le contrôle des 

promoteurs d’AP1 et de SEP3 

Dans un deuxième temps des plantes exprimant PHYL1OY dans des couronnes spécifiques ont 

été générées. Des plantes exprimant PHYL1OY sous le promoteur d’AP1 (exprimé dans la 

première et deuxième couronne dans la morphogénèse florale, Mandel et al. 1992) et sous le 

promoteur de SEP3 (exprimé surtout dans les deux dernières couronnes, Mandel et Yanofsky 
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1998) ont été générées et analysées. L’hypothèse de cette expérience est de retrouver des 

phénotypes spécifiques des mutants ap1 et sep. 

a. Plantes transgéniques exprimant PHYL1OY sous le promoteur d’AP1 

Dix plantes exprimant AP1::PHYL1OY sur les vingt-trois analysées (10/23 soit 43,5%) montrent 

des phénotypes semblables aux plantes sauvages (Figure 44.A) et les treize autres plantes 

(13/23 soit 56,5%) montrent un phénotype floral rappelant les phénotypes ap1 (Figure 44.B 

et C). Les différentes lignées sont regroupées en quatre classes O, A, B et C regroupant les 

plantes sans phénotype et avec des phénotypes faibles, intermédiaires et forts 

respectivement. La classe A contient quatre plantes (4/23 soit 17,4%) montrant des organes 

floraux normalement formés à l’exception de quelques sépales changés en bractées (Figure 

44.D, classe A). La classe B contient six plantes (6/23 soit 26,1%) montrant tous les sépales 

changés en bractées et des pétales affectés dans leur nombre (<4) et/ou dans leur couleur 

(verdissement) (Figure 44.D, classe B). Les couronnes 3 et 4 ne sont pas affectées. La classe C 

regroupe trois plantes (3/23 soit 13,0%) montrant des sépales affectés semblables à des 

bractées avec des bourgeons axillaires, une absence de pétales et un nombre d’étamines 

normal ou accru (Figure 44.D, classe C). La couronne 4 n’est pas affectée. Cette dernière classe 

ressemble fortement aux plantes mutantes ap1-1 (allèle intermédiaire, Figure 44.A) et ap1-7 

(allèle fort, Figure 44.B). Bien que nous n’ayons pas analysé le niveau d’expression de PHYL1OY 

dans les différentes lignées, il est fort probable que les différentes classes se différencient par 

leur niveau d’expression de PHYL1OY dans les couronnes 1 et 2. Les phénotypes observés sont 

semblables aux mutants ap1, indiquant que les complexes contenant AP1 semblent ciblés par 

PHYL1OY. Ces plantes montrent aussi que PHYL1OY ne semble pas se déplacer d’une couronne 

à une autre puisque les couronnes 3 et 4 ne sont pas touchées. Ces plantes, non affectées 

dans les couronnes 3 et 4, produisent des graines, comme les mutants ap1. 
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Figure 44 : Phénotypes des plantes d’A. thaliana Col-0 exprimant PHYL1OY sous le contrôle du 
promoteur d’AP1. (A) Plante sauvage entière (gauche) et à laquelle on a ôté un sépale et un pétale 
(droite). (B) Plante mutant ap1-1 d’après Gustafson-Brown, Savidge, et Yanofsky 1994. (C) Plante 
mutante ap1-7 d’après Lai et al. 2021. (D) Phénotypes de plantes d’A. thaliana Col-0 exprimant PHYL1OY 
sous le promoteur d’AP1. Les différentes classes sont annotées avec le pourcentage qu’elles 
représentent sur la totalité des plantes analysées. Les échelles sont annotées sur chaque image. 
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b. Plantes transgéniques exprimant PHYL1OY sous le promoteur de SEP3 

Lorsque Col-0 expriment SEP3::PHYL1OY, sept plantes sur les treize plantes transformées et 

analysées (7/13 soit 53,8%) montrent des fleurs similaires aux plantes sauvages (Figure 45.A) 

et six plantes (6/13 soit 46,2%) montrent des fleurs différentes des plantes sauvages (Figure 

45.B). Les différentes lignées sont regroupées en quatre classes O, A, B et C regroupant les 

plantes sans phénotype et avec des phénotypes faibles, intermédiaires et forts 

respectivement. Les quatre plantes de la classe A (4/13 soit 30,8%) montrent un léger retard 

d’ouverture de leurs fleurs (Figure 45.C, classe A) mais les organes de ces fleurs sont 

semblables à ceux des fleurs sauvages et les siliques donnent des graines. En ouvrant les 

carpelles, de nombreux ovules normalement formés sont observés et expliquent la présence 

de graines. La plante de la classe B (1/13 soit 7,7%) montre des couronnes 1 à 3 non affectées 

et des carpelles différenciés (présence de stigmates) mais déformés (Figure 45.C, classe B). 

Lorsque ces carpelles sont ouverts, on observe la présence de rares ovules (Figure 45.C, classe 

B, flèches blanches) et de structures indifférenciées (Figure 45.C, classe B, flèches grises) 

pouvant expliquer la déformation des carpelles et suggérant une perte d’identité des ovules. 

La présence d’ovules peut expliquer la production de graines en très faible quantité. La plante 

de la classe C (1/13 soit 7,7%) montre des fleurs complètement fermées (Figure 45.C, classe 

C). Lorsque ces fleurs sont ouvertes, les sépales ressemblent à des feuilles, les pétales et 

étamines sont sous-développés et le carpelle semble très petit, vide et ne donne pas de 

graines. Le phénotype du triple mutants sep1sep2sep3 (Figure 45.B, tous les organes floraux 

sont changés en sépales) n’est donc pas observé et la couronne 4 est la plus affectée et ce sur 

deux plantes seulement. 
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Figure 45 : Phénotypes des plantes d’A. thaliana Col-0 exprimant PHYL1OY sous le contrôle du 
promoteur de SEP3. (A) Plante sauvage entière (gauche) et à laquelle on a ôté un sépale et un pétale 
(droite). (B) Plante triple mutante sep1sep2sep3 (Pelaz et al. 2000). (C) Phénotypes de plantes d’A. 
thaliana Col-0 exprimant PHYL1OY sous le promoteur de SEP3. Les différentes classes sont annotées 
avec le pourcentage qu’elles représentent sur la totalité des plantes analysées. Les échelles sont 
annotées sur chaque image. Les flèches blanches et grises montrent des ovules et une perte d’identité 
des ovules respectivement. 
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La famille SEP étant une famille multigénique et comme PHYL1OY interagit avec tous les SEP 

(Figure 41), le niveau d’expression de PHYL1OY chez les plantes Col-0 SEP3::PHYL1OY peut être 

limitant dans la plante pour conduire à la dégradation totale des complexes SEP/MADS-TFs. 

Ainsi, la construction SEP3::PHYL1OY est introduite chez différents mutants sep : sep3, 

sep1sep2, sep1sep2sep3+/- et sep1sep2sep3. L’hypothèse est qu’en diminuant la quantité de 

SEP dans les plantes, les phénotypes devraient s’amplifier. 

Les plantes mutantes sep3 ne présentent pas de phénotypes apparents différents d’une 

plante sauvage (Figure 46.A). Sur les vingt plantes sep3 transformées et analysées, trois 

plantes (3/20 soit 15%) ne montrent aucun phénotype et dix-sept plantes (17/20 soit 85%) 

présentent un phénotype floral mais toujours éloigné du triple mutant sep1sep2sep3 (Figure 

46.B). Les différentes lignées sont regroupées en quatre classes O, A, B et C regroupant les 

plantes sans phénotype et avec des phénotypes faibles, intermédiaires et forts 

respectivement. Les phénotypes des lignées A sont similaires à ceux observés chez les plantes 

sauvages exprimant SEP3::PHYL1OY de la classe A précédentes. Les quatorze plantes de la 

classe A (14/20 soit 70%) comportent des organes floraux normalement formés et produisent 

des graines mais montrent un léger retard d’ouverture de leurs fleurs (Figure 46.C, classe A). 

Les deux plantes de la classe B (2/20 soit 10%) montrent des sépales sauvages, des pétales 

verdâtres, des petites étamines et un carpelle différencié (présence de stigmates) mais 

déformé qui ne produit pas de graine (Figure 46.C, classe B gauche). Lorsque ce carpelle est 

ouvert, on observe, comme dans la classe B précédente, la présence de très rares ovules 

(Figure 46.C, classe B, flèches blanches) et de structures vertes suggérant une perte d’identité 

des ovules (Figure 46.C, classe B, flèches grises). Le phénotype de cette classe B, semblable à 

la classe B précédente, s’est renforcé puisque les pétales et étamines semblent légèrement 

affectés et aucune graine n’est produite. La plante de la classe C présente des sépales qui 

restent fermés, des pétales verts, des petites étamines et des carpelles changés en structures 

sépaloïdes dans lesquelles pousse une nouvelle fleur (Figure 46.C, classe C). Cette fleur ne 

produit pas de graine. Les phénotypes ne ressemblent pas au triple mutant sep1sep2sep3 mais 

montrent une augmentation des plantes affectées (46,2 => 85%) et les différentes classes 

augmentent soit en nombre (A : 30,8 => 70% et B : 7,7 => 10%), soit en intensité de phénotype 

(la classe B est affectée dans les pétales et les étamines et ne produit plus de graines et la 

classe C est affectée dans les pétales et les étamines et montre des fleurs poussant à la place 
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des carpelles) par rapport aux plantes sauvages exprimant PHYL1OY sous le promoteur de 

SEP3.  

 

Figure 46 : Phénotypes des plantes d’A. thaliana sep3 exprimant PHYL1OY sous le contrôle du 
promoteur de SEP3. (A) Plante sep3 entière (gauche) et à laquelle on a ôté un sépale et un pétale 
(droite). (B) Plante triple mutante sep1sep2sep3 (Pelaz et al. 2000). (C) Phénotypes des plantes d’A. 
thaliana sep3 exprimant PHYL1OY sous le promoteur de SEP3. Les différentes classes sont annotées 
avec le pourcentage qu’elles représentent sur la totalité des plantes analysées. Les échelles sont 
annotées sur chaque image. Les flèches blanches et grises montrent des ovules et une perte d’identité 
des ovules respectivement. 
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Les plantes double mutantes sep1sep2 ne montrent pas de phénotypes différents des plantes 

sauvages (Figure 47.A). Une seule plante sep1sep2 exprimant SEP3::PHYL1OY sur les quatorze 

analysées (1/14 soit 7,1%) ne montre aucun phénotype et treize plantes (13/14 soit 92,9%) 

montrent un phénotype floral comparé au double mutant (Figure 47.C). Les différentes lignées 

sont regroupées en quatre classes O, B et C regroupant les plantes sans phénotype et avec des 

phénotypes intermédiaires et forts respectivement. Les phénotypes des lignées B et C sont 

très similaires, au niveau de la couronne 4, à ceux observés avec les plantes sep3 exprimant 

SEP3::PHYL1OY précédentes. Les sept plantes de la classe B (7/14 soit 50%) montrent des 

sépales, pétales et étamines sauvages ainsi que des carpelles plutôt différenciés (conservation 

de l’architecture globale des carpelles et présence de stigmates) mais déformés dont le 

gynophore croît de manière anormale (Figure 47.C, classe B gauche). Lorsque les carpelles 

sont ouverts, de rares ovules (Figure 47.C, classe B gauche, flèches blanches) ainsi que de 

nouveaux organes floraux immatures comme des étamines sont observés (Figure 47.C, classe 

B gauche, flèches jaunes). Sur ces sept plantes, seules deux d’entre elles produisent des 

graines en faible quantité. Les six plantes de la classe C (6/14 soit 42,9%) présentent des 

sépales, pétales et étamines sauvages ainsi que des carpelles changés en structures sépaloïdes 

qui laissent apparaître une ou plusieurs nouvelles fleurs montrant la croissance indéterminée 

de la fleur (Figure 47.C, classe C). Ces plantes ne produisent pas de graines. Les phénotypes 

des classes B et C observés ici sont moins forts sur les couronnes 1 à 3 que ceux des plantes 

sep3 exprimant SEP3::PHYL1OY analysées précédemment. Il est donc possible que SEP3 soit 

plus important, qualitativement et/ou quantitativement, que SEP1 et SEP2 pour le 

développement de ces couronnes ce qui a déjà été suggéré dans la littérature (Pelaz et al. 

2001; Ditta et al. 2004). En ce qui concerne la couronne 4, les phénotypes observés ici 

semblent plus forts que les phénotypes observés chez les plantes analysées sep3 puisque les 

résultats montrent une augmentation des plantes affectées (85 => 92,9%) et une répartition 

des phénotypes allant vers les phénotypes forts (disparition de la classe A au profit de la classe 

B : 10 => 50% et de la classe C : 5 => 42,9%). Même si les phénotypes sont plus forts, aucun 

phénotype semblable au triple mutant sep1sep2sep3 (Figure 47.B) n’est observé et ces 

phénotypes touchent principalement la couronne 4. Il est important de noter que l’expression 

de SEP1 et SEP2 chez le mutant sep3, l’expression de SEP3 chez le mutant sep1sep2 et 

l’expression de PHYL1OY chez les différentes plantes analysées n’ont pas été mesurées. 

Cependant nous pouvons dire que l’action de PHYL1OY est moins délétère pour la couronne 4 
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dans le fond génétique sep3 que dans le fond génétique sep1sep2. Ceci tend à valider que la 

quantité de SEP versus la quantité de PHYL1OY est responsable des faibles phénotypes observé 

chez les plantes exprimant SEP3::PHYL1OY. 

 

Figure 47 : Phénotypes des plantes d’A. thaliana sep1sep2 exprimant PHYL1OY sous le contrôle du 
promoteur de SEP3. (A) Plante sep1sep2 (gauche) et plante sep1sep2 dont le carpelle se transforme 
en silique qui donne des graines (droite). (B) Plante triple mutante sep1sep2sep3 (Pelaz et al. 2000). 
(C) Phénotypes des plantes d’A. thaliana sep1sep2 exprimant PHYL1OY sous le promoteur de SEP3. Les 
différentes classes sont annotées avec le pourcentage qu’elles représentent sur la totalité des plantes 
analysées. Les échelles sont annotées sur chaque image. Les flèches blanches et jaunes montrent des 
ovules et des structures semblables à des étamines respectivement. 
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Pour étudier les plantes sep1sep2sep3+/- et sep1sep2sep3, des plantes sep1sep2sep3+/- ont 

été transformées avec la construction de PHYL1OY sous le promoteur de SEP3. Après récolte 

des graines, les graines fluorescentes sont semées et donnent ¼ de plantes sep1sep2, ¼ de 

plantes sep1sep2sep3 et ½ de plantes sep1sep2sep3+/- exprimant PHYL1OY. Les sept plantes 

sep1sep2 obtenues montrent des phénotypes semblables à ceux déjà observés et ne seront 

pas détaillées ici. Les plantes mutantes sep1sep2sep3+/- non transformées présentent des 

fleurs très semblables à des plantes sauvages (Figure 48.A) avec seulement les premières 

fleurs affectées dans la couronne 4 (non montré). Les résultats montrent que la totalité des 

plantes transformées (7/7 soit 100%) montrent un phénotype floral mais sont très similaires 

aux plantes double mutantes sep1sep2 exprimant PHYL1OY sous le promoteur de SEP3 avec 

seulement la couronne 4 clairement affectée (Figure 48.C). La classe B regroupe six plantes 

(6/7 soit 85,7%) montrant des sépales, pétales et étamines semblables aux plantes 

sep1sep2sep3+/- ainsi que des carpelles différenciés (conservation de l’architecture globale 

des carpelles et présence de stigmates) mais déformés (Figure 48.C, classe B gauche). Lorsque 

ces carpelles sont ouverts, sont observés quelques ovules (Figure 48.C, classe B droite, flèches 

blanches) et une nouvelle structure florale avec des étamines (Figure 48.C, classe B droite, 

flèches jaunes) et un futur carpelle déformé (Figure 48.C, classe B droite, flèche grise). La seule 

plante (1/7 soit 14,3%) de la classe C montre des sépales présentant des trichomes branchés 

(Figure 48.C, classe C, flèches vertes), des pétales et des étamines sauvages ainsi que des 

carpelles changés en structures sépaloïdes dans lesquelles poussent une ou plusieurs 

nouvelles fleurs (Figure 48.C, classe C). A nouveau, la fleur a une croissance indéterminée. Les 

fleurs issues de cette couronne sont très affectées et complètement vertes (Figure 48.C, classe 

C). Cette plante est la seule à ne pas produire de graines même si les autres plantes en 

produisent très peu. Ici encore le phénotype du triple mutant sep1sep2sep3 attendu n’est pas 

obtenu (Figure 48.B). 
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Figure 48 : Phénotypes des plantes d’A. thaliana sep1sep2sep3+/- exprimant PHYL1OY sous le 
contrôle du promoteur de SEP3. (A) Plante sep1sep2sep3+/- (gauche) et plante sep1sep2sep3+/- dont 
le carpelle croît en silique qui donne des graines (droite). (B) Plante triple mutante sep1sep2sep3 (Pelaz 
et al. 2000). (C) Phénotypes de plantes sep1sep2sep3+/- exprimant PHYL1OY sous le promoteur de SEP3. 
Les différentes classes sont annotées avec le pourcentage qu’elles représentent sur la totalité des 
plantes analysées. Les échelles sont annotées sur chaque image. Les flèches grise, blanches, jaunes et 
vertes montrent des structures indifférenciées, des ovules, des structures semblables à des étamines 
et des trichomes branchés respectivement. 
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Les plantes triple mutantes sep1sep2sep3 montrent une malformation de l’ensemble des 

organes floraux changés en sépales (Pelaz et al. 2000, Figure 49.A) alors que les organes 

floraux des plantes quadruple mutantes sep1sep2sep3sep4 sont changés en feuilles (Ditta et 

al. 2004, Figure 49.B). Ces deux mutants ne produisent évidemment aucune graine. La totalité 

des plantes triple mutantes sep1sep2sep3 obtenues et exprimant PHYL1OY (4/4 soit 100%) 

montre des phénotypes floraux similaires aux quadruple mutant et constitue une unique 

classe D. En effet, la présence de nombreux trichomes branchés sur les différents organes de 

ces plantes montre que les organes ressemblent davantage à des feuilles qu’à des sépales 

(Figure 49.C, flèches vertes). De plus, de nombreux bourgeons sont présents au niveau de 

chaque inflorescence, comme chez le quadruple mutant (Ditta et al., 2004) indiquant la perte 

d’identité du méristème floral. Chez les plantes triple mutantes sauvages, on trouve rarement 

des bourgeons, et pas plus de deux bourgeons par fleur alors que les triples mutants 

transformées en comportent au moins quatre par inflorescence (Figure 49.C, milieu et droite). 

Sur une plante, il est même observé des zones méristématiques affectées rappelant les 

phénotypes « chou-fleur » décrits dans les plantes 35S (Figure 49.C, flèches noires). Pour la 

première fois avec ce promoteur, les résultats attendus sont obtenus, ce qui pourrait suggérer 

que la quantité de SEPs versus la quantité de PHYL1OY était un des facteurs limitants les forts 

phénotypes chez les plantes précédemment observées. Dans une étude publiée par notre 

équipe, les niveaux d’expression de SEP4 et AP1 ont été mesurés et sont quatre fois plus 

importants chez le triple mutant sep1sep2sep3 que chez la plante sauvage (Hugouvieux et al. 

2018). Il est donc possible que l’expression accrue de ces gènes ainsi que d’autres gènes SEPs 

soit également présente dans les mutants utilisés ici (sep3, sep1sep2 et sep1sep2sep3+/-). 

Cette expression accrue pourrait également expliquer les faibles phénotypes observés 

précédemment.  
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Figure 49 : Phénotypes de plantes sep1sep2sep3 exprimant PHYL1OY sous le contrôle du promoteur 
de SEP3. (A) Plante triple mutante sep1sep2sep3 (Pelaz et al. 2000). (B) Plante quadruple mutante 
sep1sep2sep3sep4 (Ditta et al. 2004). (C) Phénotypes de plantes sep1sep2sep3+/- exprimant PHYL1OY 
sous le promoteur de SEP3. Les flèches vertes montrent des trichomes branchés caractéristiques des 
organes foliaires. La classe unique est annotée avec le pourcentage qu’elle représente sur la totalité 
des plantes transformées. Les échelles sont annotées en bas à droite ou à gauche de chaque image. 
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En résumé 

En Y2H, les MADS-TFs du FQM AP1, SEP1-4 et AG interagissent avec PHYL1OY et les complexes 

dans lesquels ils sont présents sont donc susceptibles d’être dégradés dans la plante. En 

exprimant PHYL1OY sous le contrôle de promoteurs spécifiques des MADS AP1 et SEP3, nous 

avons pu reproduire des phénotypes caractéristiques des mutants ap1 et sep indiquant la 

dégradation de ces complexes in vivo par l’interaction de PHYL1OY avec AP1 et la famille des 

SEPs. Le niveau d’expression de PHYL1OY, dû au promoteur choisi, et la redondance des SEPs 

peuvent être à l’origine des faibles phénotypes observés chez les simples et doubles mutants 

sep. Ces données montrent aussi que la première et la quatrième couronnes sont les plus 

sensibles à l’expression de PHYL1OY. La quatrième couronne étant importante pour la fertilité 

des plantes, nous étudierons plus particulièrement l’interaction de PHYL1OY avec le complexe 

de protéines MADS impliqué dans cette couronne.  
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II. Caractérisation biochimique des complexes SEP3/AG/PHYL1OY et 

SEP3/PHYL1OY  

A. Identification du domaine d’interaction par Yeast-Two-Hybrid 

D’après les observations des plantes exprimant PHYL1OY sous différents promoteurs et les 

résultats de Y2H précédents, les MADS-TFs du FQM ciblés par PHYL1OY sont les SEPs, AP1 et 

AG. L’une des couronnes les plus sensibles à l’expression de PHYL1OY est la quatrième 

couronne qui est sous la dépendance du complexe SEP/AG. Nous avons donc choisi de 

caractériser l’interaction de PHYL1OY avec l’hétérocomplexe SEP3/AG. Dans la littérature, il est 

observé in vitro et par Y2H que le domaine K de SEP3 et d’AP1 est nécessaire et suffisant pour 

l’interaction avec PHYL1PnWB et SAP54 respectivement (MacLean et al. 2014; Kitazawa et al. 

2017; Liao et al. 2019). J’ai donc cherché à valider l’importance du domaine K des MADS pour 

l’interaction avec PHYL1OY avant de réaliser des analyses biochimiques plus poussées. Pour 

cela, une expérience de Y2H est réalisée en testant PHYL1OY et SEP3 MIKC avec différents 

domaines de SEP3. Comme le montre la Figure 50, PHYL1OY interagit avec la version FL (MIKC) 

de SEP3 et ses domaines MIK, IKC, KC et K (acides aminés 1-173 colonne 4, 59-252 colonne 5, 

91-252 colonne 6 et 75-178 colonne 7 respectivement). Cela suggère que seul le domaine K 

de SEP3 est important pour l’interaction avec PHYL1OY. Pour valider cette hypothèse, 

l’interaction de PHYL1OY avec le variant d’épissage naturel de SEP3, SEP3[Δ161-174] qui comporte 

une délétion de 14 acides aminés dans la zone de tétramérisation de son domaine K, a été 

testée (Figure 50, colonne 8). Celui-ci interagit avec SEP3 MIKC mais pas avec PHYL1OY. J’ai 

donc formulé l’hypothèse que PHYL1OY interagit avec la zone de tétramérisation de SEP3.  

 

Figure 50 : Etude de l’interaction des différents domaines de SEP3 avec SEP3MIKC et PHYL1OY par 
Yeast-Two-Hybrid. Les domaines MIKC, MI, MIK, IKC, K et Δ correspondent aux acides aminés 1-252, 
1-90, 1-173, 59-252, 91-252, 75-178, 1-252 Δ 161-174 de SEP3 respectivement. La photographie est 
prise après 4 jours d’incubation. 
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B. Caractérisation biochimique de l’interaction de PHYL1OY avec le 

domaine K de SEP3/AG et SEP3 

1. Purification de PHYL1OY et des domaines K de SEP3/AG, de SEP3 et d’AG 

Pour caractériser le complexe SEP3/AG/PHYL1OY, des analyses sont également réalisées sur 

les constituants de ce complexe, les homocomplexes de SEP3 et d’AG, avec PHYL1OY. Dans la 

mesure où PHYL1OY interagit avec le domaine K de SEP3, j’ai supposé qu’il devrait interagir 

avec le même domaine chez AG, très semblable en termes de séquence secondaire (Figure 

51).  

 

Figure 51 : Alignement de séquences des domaines K purifiés de SEP3 et d’AG. Les domaines I, K et C 
sont annotés. 

Pour étudier les complexes SEP3/AG/PHYL1OY, SEP3/PHYL1OY et AG/PHYL1OY, la protéine 

PHYL1OY puis l’hétérocomplexe SEP3[75-178]/AG[90-189] ainsi que les complexes formés par le 

domaine K de SEP3[75-178] seul et par le domaine K d’AG[90-189] seul sont purifiés. 

a. Purification de PHYL1OY 

Les premières purifications de PHYL1OY sont réalisées par liaison du tag GST à de la résine de 

glutathion Sépharose comme détaillé dans la publication de nos collaborateurs (Iwabuchi et 

al. 2019) (Figure 52.A). De cette manière, une grande quantité de protéine GST-PHYL1OY est 

éluée (Figure 52.B) et la protéine native est récoltée après le clivage très efficace du tag GST 

par la protéase thrombine (Figure 52.C). Un problème important rencontré dans cette 

purification survient lors de la séparation du tag GST clivé de la protéine native PHYL1OY. En 

effet, même après plusieurs passages sur résine de glutathion Sépharose et purification en 

SEC, la quantité de protéine native non contaminée par le tag GST est très faible (Figure 52.D 

et E).  
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Figure 52 : Suivi de PHYL1OY lors des différentes étapes de la purification sur colonne de glutathion 
Sépharose. (A) Schéma de la liaison de la protéine exprimée GST-PHYL1OY à la résine de glutathion. Th : 
site de clivage par la protéase thrombine. (B) Gel SDS-PAGE d’acrylamide 15% des différentes fractions 
récoltées lors de la purification de GST-PHYL1OY. FT : flow through. W : lavage. E1-15 : fractions 
d’élution de 1mL chacune. (C) Gel SDS-PAGE d’acrylamide 15% avant et après clivage du tag GST de 
PHYL1OY. Av C : protéine avant clivage. Ap C : protéine après clivage. (D) Chromatogramme de la 
purification en SEC de PHYL1OY. (E) Gel SDS-PAGE d’acrylamide 15% des différentes fractions récoltées 
lors de la purification de PHYL1OY en SEC. Pré SEC : échantillon avant la purification en SEC. Les traits 
pleins noirs montrent les fractions (représentant les mL 13 à 21 de l’élution de SEC) analysées sur le 
gel. Sur l’ensemble des gels montrés, M signifie marqueur de poids moléculaires dont les poids sont 
annotés à gauche en kDa. 
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La purification est donc modifiée de la manière suivante : l’étape d’élution, dans laquelle du 

glutathion réduit est ajouté pour décrocher le tag GST de PHYL1OY de la résine de glutathion, 

est remplacée par une étape de clivage du tag sur la résine (Figure 53). Dans cette étape, la 

résine liée au tag GST de PHYL1OY est incubée à 4°C pendant 16h avec du tampon de clivage 

(tampon de lyse auquel est ajoutée la thrombine). Pendant cette incubation, la thrombine 

clive le site spécifique présent entre le tag GST et PHYL1OY ce qui libère PHYL1OY de son tag 

(Figure 53). La fraction éluée contient PHYL1OY alors que le tag GST reste lié à la résine de 

glutathion Sépharose (Figure 53 et Figure 54.A).  

 

 

Figure 53 : Schéma des deux types de purifications réalisées sur résine de Glutathion. A gauche, 
l’ajout de Glutathion réduit va décrocher le tag GST lié à la résine et libérer la protéine taggée. A droite, 
l’ajout de thrombine va cliver au site de clivage et libérer la protéine de son tag. Ce dernier reste lié à 
la résine. Thr : site de clivage par la protéase thrombine. 

Cette purification permet d’obtenir une quantité importante de PHYL1OY clivée (Figure 54.A). 

Après purification en SEC, les fractions contenant PHYL1OY clivée sans tag GST sont plus 

importantes que dans la purification précédente (Figure 54.B et C). En effet, pour six litres de 

culture bactérienne, 30mg de protéines pures et clivée sont obtenus soit 5mg/L de culture 

bactérienne. La masse théorique de PHYL1OY est estimée à 10,7kDa et son élution à 17,8mL 

suggère une masse inférieure à 13,7kDa en solution d’après la notice du constructeur. Ceci 

indique que PHYL1OY semble être sous forme monomérique en solution et que la protéine ne 

semble pas interagir avec elle-même. La structure caractérisée de PHYL1OY montre un 

tétramère mais les expériences de Y2H montrent que PHYL1OY n’interagit pas avec elle-même, 

ce qui suggère une forte compaction des quatre protéines PHYL1OY plus qu’une réelle 

interaction (Iwabuchi et al. 2019). 
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Figure 54 : Suivi de PHYL1OY lors des différentes étapes de la purification « en clivage sur colonne » 
sur colonne de glutathion Sépharose. (A) Gel SDS-PAGE d’acrylamide 15% des différentes fractions 
récoltées lors de la purification de GST-PHYL1OY. FT1 et 2 : flow through passé sur la résine deux fois. 
W1-4 : lavages 1 à 4. E : fraction de 10mL éluée après clivage sur colonne. (B) Chromatogramme de la 
purification en SEC de PHYL1OY. (C) Gel SDS-PAGE d’acrylamide 15% des différentes fractions récoltées 
lors de la purification de PHYL1OY en SEC. Les traits pleins noirs montrent les fractions analysées sur le 
gel (représentant les mL 13 à 21 de l’élution de SEC). Sur l’ensemble des gels montrés, M signifie 
marqueur de poids moléculaires dont les poids sont annotés à gauche en kDa. 
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La protéine pure et clivée obtenue permet de réaliser les premières analyses des complexes 

formés avec les MADS mais des problèmes récurrents d’activité de différents lots de 

thrombine sont rencontrés et réduisent grandement l’efficacité du clivage et donc le 

rendement de protéines finales. Cette purification est donc remplacée par la purification sur 

résine de nickel Sépharose de PHYL1OY taggée en N terminal avec 6xHis et comportant un site 

de clivage à la protéase TEV. La séquence du gène de PHYL1OY a été clonée dans le vecteur 

pESPRIT2 et la protéine produite se lie à la résine de nickel Sépharose par son tag 6xHis (Figure 

55.A). Une quantité importante de protéines est purifiée et éluée par ajout de 250mM 

d’imidazole (Figure 55.B). Le tag 6xHis est ensuite clivé très efficacement par ajout de protéase 

TEV et cette fraction clivée est ensuite passée sur résine de nickel Sépharose pour retenir le 

tag 6xHis clivé, la protéine 6xHis-PHYL1OY résiduelle et la protéase TEV elle-même taggée 6xHis 

(Figure 55.C). La fraction récoltée contenant la protéine clivée presque pure, est purifiée en 

SEC (Figure 55.D et E) et les fractions les plus pures sont conservées (fractions 16 à 20mL, 

Figure 55.D et E). La purification par résine de nickel Sépharose de PHYL1OY montre un 

rendement de 3,3mg/L de culture bactérienne. Cette méthode de purification est donc gardée 

pour la production de protéine PHYL1OY pure car elle permet d’éviter la rétention du tag dans 

les fractions finales et la protéase TEV semble plus stable que la thrombine et clive très 

efficacement les tags.  
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Figure 55 : Suivi de PHYL1OY lors des différentes étapes de la purification sur colonne de nickel 
Sépharose. (A) Schéma de la liaison de la protéine exprimée 6xHis-PHYL1OY à la résine de nickel 
Sépharose. TEV : site de clivage par la protéase TEV. (B) Gel SDS-PAGE d’acrylamide 15% des différentes 
fractions récoltées lors de la purification de 6xHis-PHYL1OY. Ext T : extrait bactérien total. Ext S : extrait 
bactérien soluble. FT : flow through. W1 et 2 : lavages 1 et 2. E1-17 : fractions d’élution de 1mL 
chacune. (C) Gel SDS-PAGE d’acrylamide 15% avant et après clivage du tag 6xHis de PHYL1OY et après 
passage sur résine de nickel Sépharose. Av C : protéine avant clivage. Ap C : protéine après clivage. Ap 
R : protéine après passage sur résine de nickel Sépharose. (D) Chromatogramme de la purification en 
SEC de PHYL1OY. (E) Gel SDS-PAGE d’acrylamide 15% des différentes fractions récoltées lors de la 
purification de PHYL1OY en SEC. Les traits pleins noirs montrent les fractions analysées sur le gel 
(représentant les mL 15 à 21 de l’élution de SEC). Les traits noirs montrent que le deuxième puit ne 
provient pas du même gel que les autres puits. Sur l’ensemble des gels montrés, M signifie marqueur 
de poids moléculaires dont les poids sont annotés à gauche en kDa. 
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b. Purification du domaine K de SEP3/AG 

La purification d’un hétérocomplexe recombinant de MADS n’a jamais été réalisée à notre 

connaissance. Pour réaliser cette purification, les séquences de SEP3[75-178] et d’AG[90-189] sont 

amplifiées et insérées dans le vecteur pETDuet-1 qui permet la co-expression simultanée de 

deux gènes. Des tags sont ajoutés à ces deux gènes afin de pouvoir les purifier : un tag 6xHis 

suivi d’un site de clivage à la TEV en N-terminal de SEP3[75-178] et un tag MBP suivi d’un site de 

clivage à la TEV en N-terminal d’AG[90-189]. Il est important de noter qu’un tag S est présent 

dans le vecteur et qu’il se trouve en C-terminal d’AG[90-189] dans notre construction. Un site de 

clivage à la TEV est ajouté afin de pouvoir éliminer ce tag après la purification si besoin. Le tag 

MBP d’AG[90-189] est inséré afin d’améliorer sa solubilité. Le premier essai de purification de 

l’hétérocomplexe SEP3[75-178]/AG[90-189] est réalisé en liant le tag 6xHis de SEP3[75-178] à la résine 

de nickel Sépharose. Cette purification montre un mélange entre de l’homodimère SEP3 [75-

178]/SEP3[75-178] et de l’hétérodimère SEP3[75-178]/AG[90-189] difficilement séparables et n’est pas 

poursuivie (non montré).  

Ce même complexe est donc purifié en utilisant une résine de dextrine Sépharose liant le tag 

MBP de AG[90-189] (Figure 56.A). L’élution de la purification semble contenir assez peu de 

protéines surtout trouvées dans les élutions 2, 3 et 4 (Figure 56.B). Le clivage des tags est 

efficace et montre une équimolarité des deux composants du complexe SEP3[75-178] et AG[90-

189] suggérant que seul l’hétérocomplexe est purifié (Figure 56.C). Cependant, il est très difficile 

d’éliminer le tag MBP de l’hétérocomplexe élué, même après deux passages sur résine de 

dextrine et purification en SEC (Figure 56.C, D et E). On peut toutefois noter que le maximum 

d’élution de l’hétérocomplexe (15-16mL, Figure 56.C, D et E) est atteint légèrement plus tôt 

que celui de la MBP en SEC (16-17mL, Figure 56.C, D et E) ce qui suggère que sa masse est 

légèrement plus importante. Sa masse serait donc supérieure à 40,2kDa et pourrait être un 

hétérotétramère de 49kDa. Ce problème de contamination de tag ressemble beaucoup à celui 

que j’ai rencontré lors de la première purification de GST-PHYL1OY. 
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Figure 56 : Purification de l’hétérocomplexe SEP3[75-178]/AG[90-189] sur résine de dextrine Sépharose. 
(A) Schéma de la liaison de l’hétérocomplexe 6xHis-SEP3[75-178]/MBP-AG[90-189]-S à la résine de dextrine. 
TEV : site de clivage par la protéase TEV. (B) Gel SDS-PAGE d’acrylamide 15% des différentes fractions 
récoltées lors de la purification de 6xHis-SEP3[75-178]/MBP-AG[90-189]-S. FT : flow through. W : lavage. E1-
8 : fractions d’élution de 1mL chacune. (C) Gels SDS-PAGE d’acrylamide 15% avant et après clivage des 
tags (à gauche) et après passage sur résine de nickel Sépharose (à droite). Av C : protéine avant clivage. 
Ap C : protéine après clivage. R1 et 2 : protéines liées après les premier et deuxième passages sur résine 
respectivement. Av R2 : protéines avant le deuxième passage sur la résine. Ap R2 : protéines après le 
deuxième passage sur la résine. (D) Chromatogramme de la purification en SEC de SEP3[75-178]/AG[90-

189]. (E) Gel SDS-PAGE d’acrylamide 15% des différentes fractions récoltées lors de la purification de 
SEP3[75-178]/AG[90-189] en SEC. Les traits pleins noirs montrent les fractions analysées sur le gel 
(représentant les mL 11 à 22 de l’élution de SEC). Sur l’ensemble des gels montrés, M signifie marqueur 
de poids moléculaires dont les poids sont annotés à gauche en kDa. 
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La troisième stratégie qui s’est avérée fructueuse est la suivante : un tag 6xHis en N-terminal 

du tag MBP d’AG[90-189] est ajouté et le tag 6xHis de SEP3 est enlevé (Figure 57.A). Ainsi 

l’hétérocomplexe est purifié par passage sur colonne de nickel Sépharose et il est plus facile 

d’éliminer le tag 6xHis-MBP en repassant les protéines clivées sur résine de nickel Sépharose. 

Cette nouvelle purification montre une quantité d’hétérocomplexe purifié supérieure à la 

purification précédente (Figure 57.B). Le clivage n’est pas détaillé ici car très semblable aux 

clivages vus précédemment. Les fractions clivées sont passées sur résine de nickel Sépharose 

et montrent une rétention du tag très importante mais aussi d’une grande quantité de 

protéines (Figure 57.C gauche). J’ai donc réalisé des lavages de 2mL avec des concentrations 

croissantes en imidazole (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 et 90mM) (Figure 57.C droite). Les deux 

premiers lavages sont ajoutés à la fraction récoltée (notée Ap R sur la Figure 57.C) car ils 

contiennent une grande quantité de protéines clivées et très peu de tag 6xHis-MBP 

contrairement aux fractions suivantes (Figure 57.C droite). La fraction contenant 

l’hétérocomplexe est ensuite purifiée en SEC et on obtient un pic distinct élué à 13,7mL 

contenant l’hétérocomplexe (Figure 57.D et E). Sur cette purification en SEC, il semble que 

toutes les fractions aient été éluées 1mL plus tôt que lors de la précédente purification (Figure 

57.D et E). En effet, on peut noter que le maximum d’élution du tag 6xHis-MBP est à 15,6mL 

et non 16-17mL comme vu précédemment (Figure 56.D et E). On peut donc supposer qu’une 

élution habituelle de l’hétérocomplexe serait à 14,7mL et correspondrait donc à une masse 

équivalente à celle vue précédemment (Figure 56.D et E), donc à un hétérotétramère. Le pic 

de l’hétérocomplexe observé est légèrement asymétrique et montre aussi un léger 

« épaulement » sur sa droite. Ce genre d’épaulement a déjà été observé lors de la purification 

de SEP3[75-178] en SEC (Puranik et al. 2014) et correspond à un dimère de SEP3[75-178]. Il est donc 

possible que SEP3[75-178]/AG[90-189] soit en équilibre entre une forme tétramérique majoritaire 

et une forme dimérique. Finalement, les fractions correspondant aux mL 13 à 15 sont 

conservées. Le rendement de cette purification est proche de celui de la purification 

conservée de PHYL1OY sur résine de nickel Sépharose avec environ 3mg/L de culture 

bactérienne. 
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Figure 57 : Purification de l’hétérocomplexe SEP3[75-178]/AG[90-189] sur résine de nickel Sépharose. (A) 
Schéma de la liaison de l’hétérocomplexe SEP3[75-178]/6xHis-MBP-AG[90-189]-S à la résine de nickel 
Sépharose. TEV : site de clivage par la protéase TEV. (B) Gel SDS-PAGE d’acrylamide 15% des différentes 
fractions récoltées lors de la purification de SEP3[75-178]/6xHis-MBP-AG[90-189]-S. Ext T : extrait bactérien 
total. Ext S : extrait bactérien soluble. FT : flow through. W1 et 2 : lavages 1 et 2. E1-7 : fractions 
d’élution de 1mL chacune. (C) Gel SDS-PAGE d’acrylamide 15% avant et après passage sur résine et 
après lavage de la résine. Av R : protéines avant passage sur résine. Ap R : protéines après passage sur 
résine. R : protéines liées après le passage sur résine. WxmM : lavage avec une concentration de xmM 
d’imidazole. Le trait plein montre la séparation entre deux gels différents. (D) Chromatogramme de la 
purification en SEC de SEP3[75-178]/AG[90-189]. (E) Gel SDS-PAGE d’acrylamide 15% des différentes 
fractions récoltées lors de la purification de SEP3[75-178]/AG[90-189] en SEC. Le trait pointillé montre une 
coupure réalisée sur le gel. Sur l’ensemble des gels montrés, M signifie marqueur de poids moléculaires 
dont les poids sont annotés à gauche en kDa. 
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c. Purification du domaine K de SEP3 

La construction de SEP3[75-178] dans le vecteur pESPRIT2 était déjà disponible au laboratoire et 

les conditions de purification de SEP3[75-178] avaient déjà été mises au point au laboratoire ; le 

protocole établi est donc suivi (Puranik et al. 2014). La purification liant le tag 6xHis de SEP3[75-

178] à la résine de nickel Sépharose (Figure 58.A) permet d’obtenir une grande quantité de 

complexe 6xHis-SEP3[75-178] (Figure 58.B). Le clivage du tag de la protéine est réalisé par ajout 

de protéase TEV et montre une grande efficacité (Figure 58.C). Cette fraction clivée est ensuite 

passée sur résine de nickel Sépharose pour retenir le tag 6xHis clivé et la protéine 6xHis-

SEP3[75-178] résiduelle. La fraction éluée contenant la protéine clivée presque pure, est purifiée 

en SEC (Figure 58.D) et les fractions les plus pures sont conservées (Figure 58.E, fractions 14 à 

17mL). La purification est réalisée à partir de six litres de culture bactérienne et permet 

d’obtenir 70mg de SEP3[75-178] soit environ 11,7mg/L de culture bactérienne. La masse 

théorique de SEP3[75-178] est estimée à 12kDa et son élution à 14,7mL suggère une masse 

légèrement supérieure à 44kDa en solution d’après la notice du constructeur. Ceci indique 

que SEP3[75-178] semble être sous forme majoritairement tétramérique en solution comme le 

montre la structure caractérisée de ce domaine de SEP3 (Puranik et al. 2014). Cependant, le 

pic observé est légèrement asymétrique et montre un « épaulement » sur sa droite. Comme 

dit précédemment, cet épaulement correspond à un dimère de SEP3[75-178] (Puranik et al. 

2014). Comme SEP3[75-178]/AG[90-189], SEP3[75-178] semble être sous deux formes en équilibre en 

solution : une forme tétramérique largement prédominante et une forme dimérique (Puranik 

et al. 2014). 
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Figure 58 : Suivi de SEP3[75-178] lors des différentes étapes de la purification. (A) Schéma de la liaison 
de la protéine exprimée 6xHis-SEP3[75-178] à la résine de nickel Sépharose. TEV : site de clivage par la 
protéase TEV. (B) Gel SDS-PAGE d’acrylamide 15% des différentes fractions récoltées lors de la 
purification de 6xHis-SEP3[75-178] sur résine de nickel Sépharose. FT : flow through. W : lavage. E1-24 : 
fractions d’élution de 1mL chacune. (C) Gel SDS-PAGE d’acrylamide 15% avant et après clivage du tag 
6xis de SEP3[75-178]. Av C : protéine avant clivage. Ap C : protéine après clivage. Le trait pointillé montre 
une coupure réalisée sur l’image du gel. (D) Courbe de la purification en SEC de SEP3[75-178]. (E) Gel SDS-
PAGE d’acrylamide 15% des différentes fractions récoltées lors de la purification de SEP3[75-178] en SEC. 
Les traits pleins noirs montrent les fractions analysées sur le gel (représentant les mL 14 à 20 de 
l’élution de SEC). Sur l’ensemble des gels montrés, M signifie marqueur de poids moléculaires dont les 
poids sont annotés à gauche en kDa. 
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d. Purification du domaine K d’AG 

Pour purifier la protéine 6xHis-MBP-AG[90-189]-S seule et ainsi obtenir un complexe AG[90-189] 

seul, la séquence de SEP3[75-178] est retirée du vecteur utilisé pour la purification de 

l’hétérocomplexe SEP3[75-178]/AG[90-189] sur résine de nickel Sépharose. Le principe de 

purification est donc le même que pour l’hétérocomplexe précédent (Figure 59.A). De même 

que précédemment, une grande quantité de complexe d’AG[90-189] se trouve dans les fractions 

d’élutions E2 et E3 (Figure 59.B). La purification d’AG[90-189] avait déjà été tentée avant mon 

arrivée au laboratoire et avait présenté des problèmes de précipitation. J’ai donc décidé de 

séparer les fractions éluées en deux lots égaux, un avec de la TEV afin de cliver les tags et un 

autre sans protéase pour conserver les tags et améliorer sa solubilité. Après clivage des tags, 

une grande partie de la protéine AG[90-189] précipite et une très faible quantité de protéines 

est obtenue après passage sur résine de nickel Sépharose (Figure 59.C). De même que pour la 

purification de l’hétérocomplexe, différents lavages sont réalisés afin de décrocher la protéine 

AG[90-189] restée sur la résine et seul le premier lavage est conservé (Figure 59.C). Les deux lots 

ainsi formés (AG[90-189] clivée et 6xHis-MBP-AG[90-189]-S dialysée) ont été purifiés en SEC et les 

différentes fractions récoltées analysées sur gels (Figure 59.D et E). La protéine clivée AG[90-

189] est présente en trop faible quantité après la purification en SEC et contaminée par le tag 

6xHis-MBP ce qui ne permet pas de l’utiliser pour l’analyse de complexe avec PHYL1OY (Figure 

59.D et E gauche). En revanche, une quantité faible mais suffisante de protéines 6xHis-MBP-

AG[90-189]-S est obtenue pure (Figure 59.D et E droite, fraction 15-16mL) et peut être utilisée 

pour ces analyses. Le rendement de la purification de 6xHis-MBP-AG[90-189]-S est d’environ 

0,155mg/L de culture bactérienne. Ce très faible rendement montre que même la version 

taggée de la protéine n’est pas stable en solution comme le suggère la présence de cette 

protéine agrégée dans la purification en SEC (Figure 59.D et E droite, fractions 9 à 11mL). 

L’élution de la protéine AG taggée entre 15 et 16mL suggère une masse entre 40 et 50kDa. Ce 

résultat n’est pas cohérent avec la masse théorique de cette protéine taggée qui est de 61kDa. 

Il est donc possible que cette protéine soit une contamination. 
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Figure 59 : Purification de 6xHis-MBP-AG[90-189]-S sur résine de nickel Sépharose. (A) Schéma de la 
liaison de 6xHis-MBP-AG[90-189]-S à la résine de nickel Sépharose. TEV : site de clivage par la protéase 
TEV. (B) Gel SDS-PAGE d’acrylamide 15% des différentes fractions récoltées lors de la purification de 
6xHis-MBP-AG[90-189]-S. Ext T : extrait bactérien total. Ext S : extrait bactérien soluble. FT : flow through. 
W1 et 2 : lavages 1 et 2. E1-9 : fractions d’élution de 1mL chacune. (C) Gel SDS-PAGE d’acrylamide 15% 
après passage sur résine et après lavage de la résine. Ap R : protéines après passage sur résine. 
WxmM : lavage avec une concentration de xmM d’imidazole. (D) Chromatogrammes de la purification 
en SEC de AG[90-189] (gauche) et 6xHis-MBP-AG[90-189]-S (droite). (E) Gel SDS-PAGE d’acrylamide 15% des 
différentes fractions récoltées lors de la purification de AG[90-189] (gauche) et 6xHis-MBP-AG[90-189]-S 
(droite) en SEC. Sur l’ensemble des gels montrés, M signifie marqueur de poids moléculaires dont les 
poids sont annotés à gauche en kDa. 
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2. Stœchiométrie des complexes formés entre MADS et PHYL1OY 

a. Purification des complexes formés en SEC et détermination 

approximative de la stœchiométrie 

Pour déterminer la stœchiométrie des complexes formées entre MADS et PHYL1OY, le 

complexe SEP3[75-178]/PHYL1OY est étudié car il est plus facile d’obtenir de la protéine SEP3[75-

178] que des autres complexes de protéines MADS (rendement par litre de culture bactérienne 

de 11,7mg/mL contre 0,155mg/mL pour AG[90-189] taggée et 3mg/mL pour SEP3[75-178]/AG[90-

189]). Des mélanges de SEP3[75-178]/PHYL1OY avec différents ratios (4/1, 2/1, 1/1, 1/2 et 1/4) sont 

réalisées puis purifiés en SEC (Figure 60). Le chromatogramme du mélange SEP3[75-

178]/PHYL1OY 4/1 montre la présence d’un seul pic asymétrique à 15mL (Figure 60 haut gauche). 

Ceci nous montre que la totalité de PHYL1OY est consommée dans le complexe et que le 

complexe se forme mais ne nous renseigne pas sur la quantité de SEP3[75-178] nécessaire pour 

former le complexe. Ce pic est atteint au même volume qu’un homocomplexe de SEP3[75-178] 

et semble englober un second pic plus faible vers 16mL. Il ne semble donc pas pertinent 

d’utiliser SEP3[75-178] comme facteur excédentaire puisqu’il est impossible de discerner 

l’homocomplexe de SEP3[75-178] et l’hétérocomplexe formé. Inversement, le chromatogramme 

du mélange SEP3[75-178]/PHYL1OY 1/4 montre la présence de deux pics : un pic de faible 

intensité à 15mL correspondant surement au complexe et un pic à 18mL correspondant à un 

excès de PHYL1OY (Figure 60 haut droite). Ceci nous montre que la totalité de SEP3[75-178] est 

consommée dans le complexe mais ne nous renseigne pas sur la quantité de PHYL1OY 

nécessaire pour former le complexe. Un mélange SEP3[75-178]/PHYL1OY 2/1 est ensuite réalisé 

et montre le même profil que le mélange 4/1 à la différence que le pic est symétrique et 

pourrait correspondre à un complexe totalement formé (Figure 60 milieu gauche). Le 

chromatogramme du mélange SEP3[75-178]/PHYL1OY 1/2 montre un profil similaire au mélange 

1/4 avec deux pics à 15 et 18 mL (Figure 60 milieu droite). Pour finir, un mélange équimolaire 

est réalisé et montre également la présence de deux pics à 15 et 18mL (Figure 60 bas). Ceci 

confirme le fait que PHYL1OY n’est pas limitant dans la formation de complexe dans nos 

conditions et que ce complexe est réalisé pour un mélange 4/1 ou 2/1. Le gel des fractions 

collectées montre que le pic à 15mL contient les deux protéines et que SEP3[75-178] semble être 

deux fois plus abondante que PHYL1OY (Figure 60 bas). Les fractions correspondant au pic à 

18mL semblent comporter une grande majorité de PHYL1OY et un peu de SEP3[75-178] résiduelle. 
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Le complexe semble donc suivre le ratio 2/1. Les complexes formés semblent être élués entre 

15 et 16mL et donc être plus petits qu’une élution de SEP3[75-178] seule (14,7mL, Figure 58). 

Ces complexes sont donc inférieurs à des tétramères de SEP3[75-178] (48kDa) et peuvent 

correspondre à un dimère de SEP3[75-178] avec un monomère de PHYL1OY (34,7kDa). 

 

Figure 60 : Etude de mélanges de SEP3[75-178]/PHYL1OY à différents ratios. Le gel SDS-PAGE 
d’acrylamide 15% annoté montrent les fractions récoltées de la purification du mélange 1/1. Les traits 
pleins noirs montrent les fractions analysées sur le gel (représentant les mL 14 à 21 de l’élution de 
SEC). 
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Pour vérifier si les autres complexes de MADS suivent la même stœchiométrie avec PHYL1OY, 

des mélanges des complexes de protéines MADS purifiés avec PHYL1OY sont réalisés dans un 

ratio de 2/1 (MADS/PHYL1OY) (Figure 61). Les chromatogrammes montrent la présence d’un 

unique pic pour les mélanges SEP3[75-178]/PHYL1OY et SEP3[75-178]/AG[90-189]/PHYL1OY suggérant 

la formation d’un complexe stable (Figure 61.A et B). Ces résultats montrent que les 

complexes de SEP3[75-178]/PHYL1OY et SEP3[75-178]/AG[90-189]/PHYL1OY se forment en suivant les 

ratios 2/1 et 1/1/1 respectivement, correspondant à un ratio de 2MADS/1PHYL1OY. Pour 

l’interaction d’homocomplexe d’AG avec PHYL1OY, la protéine taggée 6xHis-MBP-AG[90-189]-S 

est utilisée car comme nous l’avons vu précédemment, la protéine non taggée AG[90-189] n’est 

pas stable et précipite dès le clivage des tags (Figure 59). Le chromatogramme du mélange 

6xHis-MBP-AG[90-189]-S/PHYL1OY montre deux pics distincts et les fractions de ces deux pics 

analysées sur gel montrent respectivement 6xHis-MBP-AG[90-189]-S (Figure 61.C, fractions 13 à 

16mL) et PHYL1OY (Figure 61.B, fractions 17 à 19mL) indiquant que ces deux protéines 

n’interagissent pas ou très faiblement. 

 

Figure 61 : Mélange des protéines (A) SEP3[75-178]/PHYL1OY, (B) SEP3[75-178]/AG[90-189]/PHYL1OY et (C) 
6xHis-MBP-AG[90-189]-S/PHYL1OY en suivant un ratio de 2 MADS-TFs pour 1 PHYL1OY. Les 
chromatogrammes de purification en SEC (gauche) montrent un unique pic lors de la formation d’un 
complexe stable (A et C). Le gel SDS-PAGE d’acrylamide 15% des fractions collectées de la purification 
en SEC du mélange 6xHis-MBP-AG[90-189]-S/PHYL1OY est annoté et montre que les deux protéines 
n’interagissent pas de manière stable.  
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b. Détermination précise de la stœchiométrie des complexes 

MADS/PHYL1OY par purification en SEC-MALS 

Pour définitivement valider la stœchiométrie des complexes SEP3[75-178]/AG[90-189]/PHYL1OY et 

SEP3[75-178]/PHYL1OY ces deux complexes ont été formés en suivant le ratio 1/1/1 et 2/1 

respectivement puis analysés en SEC-MALS. Cette technique permet la séparation de 

molécules par leur taille (par la SEC) puis la détermination précise de la masse molaire des 

espèces présentes en solution dans chaque pic du chromatogramme (par le MALS) (Some et 

al. 2019). Pour la purification en SEC, une colonne analytique (Superdex® 75 Increase 10/300 

GL) est utilisée et permet une meilleure séparation des espèces purifiées que dans nos 

purifications en SEC. Pour chaque complexe, trois injections sont réalisées : une injection des 

MADS seuls (SEP3[75-178]/AG[90-189] et SEP3[75-178]), une injection de PHYL1OY et une injection du 

complexe MADS/PHYL1OY formé. Dans la Figure 62.A, le chromatogramme bleu correspond à 

la purification et à l’élution de l’hétérocomplexe SEP3[75-178]/AG[90-189] à 10,3mL. La masse 

molaire de l’espèce présente dans ce pic est de 32,8kDa. Cette valeur mesurée pourrait 

correspondre à un homotrimère de SEP3[75-178] (36kDa), d’AG[90-189] (37,5kDa) ou un 

hétérotrimère de SEP3[75-178]/AG[90-189] (36,5 ou 37kDa) mais ces trimères n’ont jamais été 

observés contrairement aux dimères et tétramères de ces MADS. Il est donc plus probable 

que ce pic corresponde à un équilibre dimère/tétramère de l’hétérocomplexe SEP3[75-

178]/AG[90-189] (24,5/49kDa donc en moyenne 36,75kDa) comme supposé lors de la purification 

(Figure 57). Le chromatogramme rouge correspond à la purification et à l’élution de PHYL1OY 

seul à 13,2mL. La masse molaire de l’espèce présente dans ce pic est de 11,2kDa et la masse 

molaire théorique de PHYL1OY est de 10,7kDa. Il semble donc que PHYL1OY soit sous forme 

monomérique comme nous l’avions vu lors de la purification (Figure 54). Pour la formation du 

complexe SEP3[75-178]/AG[90-189]/PHYL1OY, un petit excès de PHYL1OY est ajouté donnant le ratio 

final 1/1/1,1, afin de vérifier que les protéines MADS sont le facteur limitant. Le 

chromatogramme vert montre la purification et l’élution du complexe SEP3[75-178]/AG[90-

189]/PHYL1OY à 10,6mL. La masse molaire de l’espèce présente dans ce pic est de 34,7kDa très 

proche de la masse molaire d’un complexe SEP3[75-178]/AG[90-189]/PHYL1OY (35,2kDa). On 

observe également un pic très faible élué à 13,3mL correspondant à l’excès de PHYL1OY injecté. 

Cette expérience nous confirme que le complexe SEP3[75-178]/AG[90-189]/PHYL1OY se forme sous 

le ratio 1/1/1 donc que la liaison de PHYL1OY se fait à un hétérodimère de SEP3[75-178]/AG[90-

189]. 
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Figure 62 : Etude de la stœchiométrie des complexe SEP3[75-178]/AG[90-189]/PHYL1OY et SEP3[75-

178]/PHYL1OY par SEC-MALS. (A) Expérimentation SEC-MALS du complexe SEP3[75-178]/AG[90-189]/PHYL1OY. 
Les chromatogrammes bleu, vert et rouge représentent les pics des purifications de SEP3[75-178]/AG[90-

189], SEP3[75-178]/AG[90-189]/PHYL1OY et PHYL1OY respectivement. (B) Expérimentation SEC-MALS du 
complexe SEP3[75-178]/PHYL1OY. Les chromatogrammes rouge, bleu et vert représentent les pics des 
purifications de SEP3[75-178], SEP3[75-178]/AG[90-189]/PHYL1OY et PHYL1OY respectivement. 

Dans la Figure 62.B, le chromatogramme rouge correspond à la purification et à l’élution de 

SEP3[75-178] seul à 10,1mL. La masse molaire de l’espèce présente dans ce pic est de 31,6kDa. 

Rappelons que la masse molaire théorique de SEP3[75-178] est de 12kDa. Ainsi la valeur mesurée 
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pourrait correspondre à un trimère de SEP3[75-178] de masse molaire 36kDa ou à un équilibre 

entre un dimère (24kDa) de SEP3[75-178] et un tétramère de SEP3[75-178] (48kDa). Un trimère de 

SEP3[75-178] n’a jamais été observé contrairement aux dimères et tétramères, il semble donc 

plus probable que SEP3[75-178] soit sous forme dimérique et tétramérique en équilibre comme 

supposé après la purification de SEP3[75-178] (Figure 58). Le chromatogramme vert correspond 

à la purification et à l’élution de PHYL1OY seul à 13,4mL. La masse molaire de l’espèce présente 

dans ce pic est de 10,4kDa et la masse molaire théorique de PHYL1OY est de 10,7kDa, montrant 

à nouveau sa forme monomérique. Le chromatogramme bleu montre la purification et 

l’élution du complexe SEP3[75-178]/PHYL1OY à 10,7mL. La masse molaire de l’espèce présente 

dans ce pic est de 31kDa très proche d’un complexe SEP3[75-178]/SEP3[75-178]/PHYL1OY de 

34,7kDa. De plus, le décalage d’élution entre l’injection de SEP3[75-178] seul et de SEP3[75-

178]/SEP3[75-178]/PHYL1OY montre que le second complexe est plus petit. Cette expérience nous 

permet donc de confirmer que le complexe SEP3[75-178]/PHYL1OY est formé par la liaison d’un 

dimère de SEP3[75-178] avec un monomère de PHYL1OY. 

Ces stœchiométries suggèrent donc une interaction entre un dimère de MADS et un 

monomère de PHYL1OY.  

3. Détermination de l’affinité entre PHYL1OY et les complexes MADS par 

anisotropie de fluorescence 

Après avoir déterminé la stœchiométrie de ces deux complexes, l’affinité de PHYL1OY pour les 

complexes de SEP3[75-178]/AG[90-189] et de SEP3[75-178] est analysée par anisotropie de 

fluorescence avec l’aide de Dr. Sarah Le Hir, chercheuse dans notre équipe. Dans une 

expérience d’anisotropie de fluorescence (FA), une lumière d’excitation polarisée (connue) est 

émise vers un fluorochrome qui émet à son tour une lumière d’émission plus ou moins 

polarisée en fonction de sa mobilité (Figure 63.A et B). La polarisation verticale et horizontale 

de la lumière d’émission est mesurée et un ratio de ces polarisations est calculé, ce qui permet 

de calculer l’anisotropie de la fluorescence. Cette technique est fréquemment utilisée pour 

déterminer les constantes d’affinité de protéines.  

En solution, une protéine est mobile et possède un volume hydrodynamique (Vh) donné. Plus 

le Vh de la protéine est élevé, plus sa mobilité est réduite en solution. Dans cette expérience, 

la protéine PHYL1OY purifiée a été marquée avec de la fluorescéine (par un résidu Cys C-
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terminal ajouté par mutagénèse dirigée). Cette protéine PHYL1OY-Cys-fluorescéine obtenue 

est utilisée à concentration constante dans notre expérience. Cette petite protéine est très 

mobile et lorsqu’elle est exposée à une lumière d’excitation polarisée, elle fluoresce. Puisque 

cette protéine est très mobile, la lumière qu’elle émet se propage dans toutes les directions 

et correspond donc à une lumière d’émission dépolarisée. L’anisotropie de fluorescence (FA) 

mesurée sera faible (Figure 63.A). Quand des protéines MADS SEP3[75-178]/AG[90-189] ou SEP3[75-

178] sont ajoutées à la protéine PHYL1OY-Cys-fluorescéine, un complexe MADS/PHYL1OY-Cys-

fluorescéine se forme et son Vh est plus important que celui de la protéine PHYL1OY-Cys-

fluorescéine. Lorsqu’il est exposé à la même lumière d’excitation polarisée que 

précédemment, ce complexe fluoresce également mais émet une lumière d’émission bien 

plus polarisée (du fait de sa mobilité réduite) que la protéine PHYL1OY-Cys-fluorescéine. La FA 

mesurée sera plus forte que pour la protéine PHYL1OY-Cys-fluorescéine (Figure 63.B). 

 

Figure 63 : Application de l’anisotropie de fluorescence (FA) pour la détermination de constantes 
d’affinité de PHYL1OY pour un complexe de MADS-TFs. (A) Schéma de l’expérience de FA sur PHYL1OY 
liée à la fluorescéine (cercle jaune nommé « Fluo »). (B) Schéma de l’expérience de FA sur PHYL1OY 
liée à la fluorescéine (cercle jaune nommé « Fluo ») interagissant avec un complexe de MADS-TFs. 



147 
 

En augmentant les concentrations de MADS ajoutées à la protéine PHYL1OY-Cys-fluorescéine, 

la FA atteint un maximum lorsque toutes les protéines PHYL1OY sont en complexe avec les 

dimères MADS (Figure 64). 

L’utilisation des données d’anisotropie (Figure 64) et des équations (données dans le Chapitre 

II) permet l’obtention d’un Kd de 22,8 ± 8,0nM et 80,0 ± 7,8nM pour SEP3[75-178]/AG[90-

189]/PHYL1OY-Cys-fluorescéine et SEP3[75-178]/PHYL1OY-Cys-fluorescéine respectivement. 

 

 

Figure 64 : Courbes d’anisotropie de fluorescence (sans unité) des complexes SEP3[75-178]/AG[90-

189]/PHYL1OY-Cys-fluorescéine (rouge) et SEP3[75-178]/PHYL1OY-Cys-fluorescéine (noir). PHYL1OY-Cys-
fluorescéine est à concentration constante (50nM) et les protéines MADS SEP3[75-178]/AG[90-189] et 
SEP3[75-178] sont ajoutées à 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 400, 800, 1600, 2500 et 3200nM. 

Ces résultats suggèrent une affinité bien plus forte de PHYL1OY pour le complexe SEP3[75-

178]/AG[90-189] que pour le complexe SEP3[75-178]/SEP3[75-178] alors même que PHYL1OY ne semble 

pas interagir avec le domaine K d’AG[90-189] purifié (Figure 61). Le Kd calculé pour SEP3/AG et 

PHYL1OY est extrêmement fort suggérant une affinité très forte de PHYL1OY pour ce complexe 

de MADS. En effet, d’autres interactions connues et fortes telle que celle de la calmoduline 

avec les ions Ca2+ montrent des Kd plus faibles de 5 à 0,5µM (Chin et Means 2000). L’interaction 

entre PHYL1OY et SEP3/AG semble donc particulièrement forte et suggère une évolution très 

spécifique des phytoplasmes pour cibler les MADS-TFs (Rümpler et al. 2015; Aurin et al. 2020). 

Des expériences menées sur un effecteur homologue à PHYL1OY, PHYL1PnWB montre un Kd de 
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6,5nM pour un monomère de PHYL1PnWB et un monomère de SEP3[75-178] (Liao et al. 2019). Ce 

Kd semble relativement proche des Kd calculés dans nos expériences et confirme la forte 

affinité des phyllogènes pour le domaine K des MADS.  

C. Impact de PHYL1OY sur la liaison de MADS-TFs FL à l’ADN 

1. Confirmation de la stœchiométrie et de l’affinité de PHYL1OY pour les 

complexes SEP3/AG et SEP3 

L’interaction de PHYL1OY et les complexes MADS se fait par le domaine K, sans interaction avec 

le domaine M comme nous l’avons vu précédemment (Figure 41). Après avoir analysé les 

complexes formés à partir des domaines K purifiés, il est important de vérifier comment 

PHYL1OY se lie à un complexe de MADS FL. Pour cela, les protéines sont produites en utilisant 

le système de transcription et traduction (TnT® Promega SP6 High Yield Expression System, K. 

Q. Zhao et al. 2007; L. Zhao et al. 2010). Ce système contient de l’extrait de germe de blé qui 

possède un système de transcription et traduction permettant l’obtention d’une petite 

quantité de protéines (10–100μg/mL) rapidement à partir d’un plasmide contenant le gène 

d’intérêt précédé du promoteur SP6. Les séquences des gènes MADS SEP3 et AG sont insérées 

dans le vecteur pSP64 PolyA (Promega) en 3’ du promoteur SP6 et les protéines associées sont 

produites. L’impact de la liaison de PHYL1OY sur la liaison à l’ADN d’un complexe de protéines 

MADS FL est analysé par electrophoretic mibility shift assays (EMSA ou gel retard). Cette 

technique permet de visualiser un complexe ADN/protéines en utilisant de l’ADN marqué par 

un fluorochrome (ici Cys5). Les protéines, dans notre cas les protéines MADS FL avec ou sans 

PHYL1OY, sont incubées avec un milieu réactionnel contenant l’ADN marqué et sont ensuite 

chargées et séparées sur gel d’acrylamide. Le complexe ADN/protéines, plus lourd que l’ADN 

libre, est retardé dans sa migration d’où le nom de gel retard ou EMSA. Deux sondes d’ADN 

comportant deux ou une CArG-box sont utilisées permettant la liaison de dimères et de 

tétramères de protéines MADS à l’ADN (Figure 65). 

Les EMSAs réalisés avec SEP3/AG montrent que l’hétérocomplexe lie l’ADN en tétramère sur 

la sonde avec deux CArG-box (Figure 65.A gauche noté 4) et en dimère seulement sur la sonde 

d’une CArG-box (Figure 65.A droite noté 2). L’EMSA avec deux CArG-box montre, qu’à 33,3nM 

de GST-PHYL1OY, un nouveau complexe, plus lourd que le tétramère, semble apparaître (Figure 

65.A gauche). Le tétramère initial disparaît complètement à partir de 333,3nM de GST-
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PHYL1OY. Ce nouveau complexe formé ne semble pas stable puisqu’aucune bande nette n’est 

observée même aux fortes concentrations. L’EMSA avec une CArG-box montre des résultats 

bien plus clairs avec la disparition totale du dimère à partir de 33,3nM de GST-PHYL1OY et 

l’apparition d’un nouveau complexe plus lourd (Figure 65.A droite). Ce complexe correspond 

très surement à un dimère de SEP3/AG lié à un monomère de GST-PHYL1OY puisqu’il est visible 

avec une CArG-box. 

Les EMSAs réalisés avec SEP3 montrent que SEP3 lie l’ADN en dimère et tétramère (Figure 

65.B gauche notés 2 et 4 respectivement) sur la sonde avec deux CArG-box et seulement en 

dimère (Figure 65.B droite noté 2) sur la sonde d’une CArG-box. Dans les deux EMSAs, à partir 

de 333,3nM de GST-PHYL1OY, les dimères et tétramères de SEP3 disparaissent et un nouveau 

complexe intermédiaire apparaît (Figure 65.B, puits 6 et plus). Ce complexe correspond à un 

dimère de SEP3 lié à un monomère de GST-PHYL1OY puisqu’il migre entre les dimères et les 

tétramères de SEP3. De plus, le retard de migration obtenu semble proche de celui vu avec 

SEP3/AG et suggère que les complexes SEP3/AG/PHYL1OY et SEP3/PHYL1OY suivent ici aussi la 

même stœchiométrie de 2MADS/1PHYL1OY. 

Les EMSAs réalisés avec AG montrent qu’AG lie l’ADN en dimère et en un autre degré 

d’oligomérisation sur la sonde avec deux CArG-box (Figure 65.C gauche notés 2 et X 

respectivement) et seulement en dimère sur la sonde d’une CArG-box (Figure 65.C droite noté 

2). Il n’a jamais été observé qu’AG puisse former d’homotétramère (Silva et al. 2016; 

Hugouvieux et al. 2018) suggérant que le complexe X correspond à deux dimères d’AG liant 

chacun une CArG-box du même ADN mais ne formant pas de tétramère. L’EMSA avec deux 

CArG-box réalisé avec AG montre que le dimère semble très légèrement moins abondant aux 

fortes concentrations de GST-PHYL1OY et que le complexe X semble disparaître à partir de 

333,3nM de GST-PHYL1OY (Figure 65.C gauche). Aucun nouveau complexe n’apparaît 

suggérant que GST-PHYL1OY pourrait interagir très faiblement avec un dimère d’AG et soit 

déstabiliser sa liaison à l’ADN, soit ne pas affecter sa liaison à l’ADN mais être présent en trop 

faible quantité pour être vu sur notre EMSA. Cette dernière hypothèse semble se confirmer 

grâce à l’EMSA réalisé avec une CArG-box puisqu’aux fortes concentrations de GST-PHYL1OY, 

le dimère d’AG semble être légèrement retardé dans sa migration (Figure 65.C droite). Ceci 

suggère que l’interaction entre PHYL1OY et AG est très faible comparée aux interactions entre 

PHYL1OY et SEP3/AG et SEP3 et qu’elle ne déstabilise pas fortement la liaison d’AG à l’ADN. 
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Figure 65 : Impact de GST-PHYL1OY sur la liaison à l’ADN de différents complexes de MADS. 
Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) de (A) SEP3/AG, (B) SEP3 et (C) AG mis en contact avec un 
gradient de concentrations (annotées en haut de chaque puit en nM) de GST-PHYL1OY avec de l’ADN 
marqué du promoteur de SEP3 contenant deux CArG-box (gauche) ou une CArG-box (droite). 
L’astérisque montre l’apparition d’une nouvelle bande et les numéros 2 et 4 représentent des dimères 
et des tétramères liant l’ADN respectivement. Les flèches noires montrent l’ADN libre.  
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Pour vérifier que la GST n’est pas responsable de ces retards de migrations, un EMSA est 

réalisé avec SEP3 et SEP3/AG et de la GST seule (Figure 66.A). La GST a été ajoutée à 667nM, 

concentration suffisante avec GST-PHYL1OY pour retarder les complexes SEP3 et SEP3/AG 

(Figure 66.B et C). Comme attendu, aucun retard de migration n’est observé avec la GST ce 

qui montre que les complexes formés sont dus à l’activité de PHYL1OY (Figure 66.A). 

 

Figure 66 : Impact de GST et GST-PHYL1OY sur la liaison à l’ADN de différents complexes de MADS. 
(A) Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) de SEP3 et SEP3/AG mis en contact avec et sans GST (+ 
et - respectivement) avec de l’ADN marqué du promoteur de SEP3 contenant une CArG-box. EMSAs 
de (B) SEP3/AG et (C) SEP3 mis en contact avec et sans GST-PHYL1OY (+ et - respectivement) avec de 
l’ADN marqué du promoteur de SEP3 contenant une CArG-box. Les astérisques montrent l’apparition 
d’un nouveau complexe et les numéros 2 représentent des dimères. Le trait pointillé montre une 
coupure réalisée sur l’image du gel. Les protéines GST-PHYL1OY et GST ont été ajoutées à 667nM. Les 
flèches noires montrent l’ADN libre. 

Ces résultats suggèrent que la stœchiométrie 2/1 observée avec la formation des complexes 

SEP3[75-178]/AG[90-189]/PHYL1OY et SEP3[75-178]/PHYL1OY se confirme quand les MADS-TFs sont 

produites en FL. De plus, les Kd observés précédemment sont cohérents avec les fourchettes 

observées en EMSA (entre 6,7nM et 33,3nM comparé à 22,8 ± 8,0nM pour SEP3/AG et entre 

66,7 à 333,3nM comparé à 80,0 ± 7,8nM pour SEP3). L’interaction entre PHYL1OY et AG 

observée en levures (Figure 41) semble se confirmer en EMSA même si elle paraît très faible 

et pourrait expliquer pourquoi aucune interaction n’est observée avec le domaine K d’AG[90-

189] purifié (Figure 61.C).  

Les modèles d’interaction de phyllogènes avec SEP3 dans la littérature suggèrent des 

stœchiométries différentes de celle que nous observons avec les domaines K et les versions 

FL de SEP3 et SEP3/AG. Une première étude montre par EMSA que SAP54 peut lier un 
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tétramère de SEP3 (Aurin et al. 2020). Il est intéressant de noter que des expériences de 

dynamic light scattering (DLS) dans cette étude montrent que SAP54 se trouve en dimère en 

solution ce qui ne semble pas être le cas de PHYL1OY d’après nos purifications en SEC (Figure 

54.B et C) et la littérature (Iwabuchi et al. 2019). Même si PHYL1OY et SAP54 comportent un 

taux d’identité très fort (83%, Aurin et al. 2020), il est possible qu’ils aient des mécanismes 

d’interaction inter et intramoléculaires différents. Un second modèle avec la protéine 

PHYL1PnWB a été construit grâce à des expérimentations d’ultracentrifugation du mélange 

PHYL1PnWB/SEP3[75-178] et suggère la formation d’un hétérodimère donc une stœchiométrie 1/1 

(Liao et al. 2019). Dans ces expérimentations, des monomères et tétramères de SEP3[75-178] 

ont été observés alors qu’un monomère de SEP3[75-178] n’a jamais été observé en solution dans 

notre étude et dans Puranik et al. 2014. Il est donc possible que l’expérience 

d’ultracentrifugation ait dissocié le complexe PHYL1PnWB/SEP3[75-178] (Liao et al. 2019; Aurin et 

al. 2020). Il est également important de noter que PHYL1OY et PHYL1PnWB comporte une 

identité plus faible (60%, Liao et al. 2019) qu’avec SAP54 ce qui pourrait justifier également 

des mécanismes moléculaires d’interaction encore plus différents. La stœchiométrie des 

complexes MADS/phyllogènes est encore en discussion dans la littérature et nécessite 

d’autres études afin d’être clairement définie. 

2. L’interaction entre PHYL1OY et SEP3/AG nécessite la zone de 

tétramérisation de SEP3 et semble renforcée par AG 

Nous avons déterminé précédemment que la zone de tétramérisation de SEP3 est importante 

pour l’interaction entre PHYL1OY et SEP3 en Y2H (Figure 50) et avec nos analyses biochimiques 

précédentes réalisées sur les domaines K purifiés. Dans la mesure où PHYL1OY interagit plus 

fortement avec SEP3/AG qu’avec SEP3 et très faiblement avec AG, il semble logique de penser 

que la zone de tétramérisation de SEP3 est le point d’accroche de l’interaction et qu’AG 

pourrait stabiliser cette interaction. Pour vérifier cette hypothèse, l’interaction de différents 

dimères de MADS (portant des délétions et/ou des mutations dans leur domaines K ou des 

troncations des domaines KC) avec GST-PHYL1OY est testée en EMSA. Nous avons vu 

précédemment que la sonde d’ADN ne comportant qu’une CArG-box donne des résultats plus 

clairs que celle comportant deux CArG-box et que les résultats obtenus avec les domaines K 

purifiés se confirment avec cette sonde d’ADN en EMSA (Figure 65). Cette sonde d’ADN est 

donc conservée pour la suite des expériences.  
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Lorsqu’un homocomplexe de versions mutées dans la zone de tétramérisation et/ou 

tronquées de SEP3 (SEP3Δ161-174, SEP3Δ161-174+M150A+L154A+L157A ou SEP3MI : SEP[1-90]) est formé, 

aucun complexe ne se forme avec 667nM de GST-PHYL1OY (Figure 67.A) ce qui confirme que 

la zone de tétramérisation du domaine K de SEP3 est nécessaire pour l’interaction entre un 

homodimère de SEP3 et PHYL1OY. Lorsqu’un hétérocomplexe d’AG et d’une des versions 

précédentes de SEP3 est formé, aucun complexe net n’est formé avec PHYL1OY même si un 

très léger retard de migration est observé avec 667nM de GST-PHYL1OY (triangles bleus, Figure 

67.B). Ce résultat montre que la zone de tétramérisation de SEP3 est absolument nécessaire 

pour la formation d’un complexe fort et stable SEP3/AG/PHYL1OY. Cependant, 

l’hétérocomplexe SEP3muté/AG semble interagir faiblement avec GST-PHYL1OY ce qui suggère 

une implication d’AG dans l’interaction entre SEP3/AG et GST-PHYL1OY alors qu’AG n’interagit 

pas seul avec GST-PHYL1OY à ces concentrations (Figure 67.B et Figure 65.C).  

 

Figure 67 : Impact de GST-PHYL1OY sur la liaison à l’ADN de différents complexes de MADS 
comportant des versions tronquées ou mutées de SEP3. (A) Electrophoretic mobility shift assay 
(EMSA) de SEP3Δ161-174, SEP3Δ161-174+M150A+L154A+L157A et SEP3 MI (SEP[1-90]) mis en contact avec et sans GST-
PHYL1OY (+ et - respectivement) avec de l’ADN marqué du promoteur de SEP3 contenant une CArG-
box. (B) EMSA de SEP3Δ161-174/AG, SEP3Δ161-174+M150A+L154A+L157A/AG et SEP3 MI/AG mis en contact avec et 
sans GST-PHYL1OY (+ et - respectivement) avec de l’ADN marqué du promoteur de SEP3 contenant une 
CArG-box. Les astérisques montrent l’apparition d’un nouveau complexe et les numéros 2 
représentent des dimères. Les traits pointillés et pleins montrent des coupures réalisées sur le même 
gel et sur deux gels différents respectivement. La protéine GST-PHYL1OY est ajoutée à 667nM. Les 
flèches noires montrent l’ADN libre. 
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Pour vérifier que SEP3 est suffisante pour l’interaction entre SEP3/AG et PHYL1OY et donc 

qu’AG n’est que faiblement impliquée dans cette interaction, des expériences similaires aux 

précédentes sont réalisées en mutant, cette fois, AG. 

Lorsqu’un homocomplexe de versions sauvages ou tronquées d’AG (AG : AG[1-253], AGΔ159-172 

ou AG MI : AG[1-102]) est formé, aucun complexe ne se forme avec 667nM de GST-PHYL1OY 

(Figure 68.A). Lorsqu’un hétérocomplexe de SEP3 et d’une des versions précédentes d’AG est 

formé, un complexe net se forme avec 667nM de GST-PHYL1OY comme le montrent les retards 

de migration (astérisques Figure 68.B). Ces complexes ne migrent pas comme un homodimère 

de SEP3 lié à GST-PHYL1OY (Annexe 12) et correspondent donc à des hétérodimères des MADS 

précédents liés à un monomère de GST-PHYL1OY. Dans les puits 6 et 8 apparaissent également 

d’autres complexes moins retardés (cercles jaunes Figure 68.B) qui correspondent très 

probablement à des excès d’AGΔ159-172 et d’AG MI respectivement. Ces expériences montrent 

que les différentes troncations n’empêchent pas l’interaction forte entre SEP3/AG et GST-

PHYL1OY et confirment que SEP3 est nécessaire et suffisante pour l’interaction entre SEP3/AG 

et GST-PHYL1OY.  

 

Figure 68 : Impact de GST-PHYL1OY sur la liaison à l’ADN de complexes de MADS comportant des 
versions tronquées ou sauvages d’AG. (A) Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) de AG et AGΔ159-

172 mis en contact avec et sans GST-PHYL1OY (+ et - respectivement) avec de l’ADN marqué du 
promoteur de SEP3 contenant une CArG-box. (B) EMSA de SEP3/AG, SEP3/AGΔ159-172 et SEP3/AG MI 
mis en contact avec et sans GST-PHYL1OY (+ et - respectivement) avec de l’ADN marqué du promoteur 
de SEP3 contenant une CArG-box. Les astérisques et les cercles jaunes montrent l’apparition d’un 
complexe de MADS avec GST-PHYL1OY et d’un complexe résiduel de MADS respectivement. Les 
numéros 2 représentent des dimères. Les traits pointillés et pleins montrent des coupures réalisées 
sur le même gel et sur deux gels différents respectivement. La protéine GST-PHYL1OY est ajoutée à 
667nM. Les flèches noires montrent l’ADN libre. 



155 
 

Ces expériences nous montrent que la zone de tétramérisation de SEP3 est le point d’ancrage 

d’une interaction forte entre PHYL1OY et l’hétérodimère SEP3/AG ou l’homodimère 

SEP3/SEP3. Elles montrent également qu’AG semble faiblement impliqué dans l’interaction de 

PHYL1OY avec l’hétérodimère SEP3/AG alors que PHYL1OY n’interagit pas avec un homodimère 

d’AG dans ces conditions. C’est donc en dimérisant avec SEP3, qu’AG interagit plus fortement 

avec PHYL1OY et permet de rendre l’interaction entre SEP3/AG et PHYL1OY plus forte qu’entre 

SEP3/SEP3 et PHYL1OY. L’hypothèse la plus crédible quant à cette forte interaction est, qu’en 

s’associant, SEP3 et AG changent légèrement leur conformation ce qui rend l’interaction avec 

PHYL1OY plus propice. En effet, alors que SEP3 comporte un angle droit entre les deux hélices 

de son domaine K permis par sa zone de pont, le domaine K d’AG semble avoir une 

conformation plus flexible d’après des expérimentations de small angle x-ray scattering (SAXS) 

réalisées dans notre équipe (Silva et al. 2016). L’angle entre les deux hélices du domaine K 

d’AG en solution pourrait être soit de 180° (une conformation ouverte), soit semblable à celui 

de SEP3 (Figure 69). Cette flexibilité de conformation d’AG pourrait, en étant associée à SEP3, 

créer une zone favorable pour l’interaction avec PHYL1OY et stabiliser cette interaction.  

 

Figure 69 : Conformations possibles d’un dimère d’AG[74-173] en solution. La conformation ouverte 
(gauche) montre un angle de 180° entre les deux hélices du domaine K et la conformation plus fermée 
(droite) ressemble davantage à celle du domaines K de SEP3 d’après Silva et al. 2016. Chaque 
monomère est coloré en vert et en bleu respectivement. 

Rappelons également qu’AG interagit avec PHYL1OY en Y2H (Figure 41) et semble interagir avec 

PHYL1OY en EMSA aux fortes concentrations (Figure 65.C). Cette interaction est toutefois 

moins forte que l’interaction entre SEP3 et PHYL1OY. On peut donc voir les dimères SEP3/AG 

et SEP3/SEP3 comme deux dimères présentant deux sites de liaison différents : un fort (zone 

de tétramérisation de SEP3) et un faible (AG) pour SEP3/AG et deux forts pour SEP3/SEP3. Il 

est possible que PHYL1OY soit semblable au dimère SEP3/AG en présentant deux sites 
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d’interaction, un fort et un faible. Ainsi, les sites forts de SEP3/AG et PHYL1OY pourraient 

interagir ensemble et les sites faibles également ce qui rendrait l’interaction plus forte. Dans 

la mesure où SEP3/SEP3 présente deux sites forts, l’interaction pourrait être moins forte car 

le site faible de PHYL1OY ne pourrait pas interagir fortement avec le site fort libre de SEP3. 

 

 

 

 

 

 

En résumé 

Dans ce chapitre, la caractérisation biochimique de l’interaction de PHYL1OY avec les 

complexes SEP3/AG et SEP3/SEP3 a été réalisée. Grâce à la purification des domaines K de 

SEP3/AG, SEP3, et AG, la stœchiométrie et le Kd ont été déterminés et montre que PHYL1OY se 

lie en monomère à des dimères de MADS-TFs. La zone de tétramérisation du domaine K de 

SEP3 est nécessaire et suffisante pour l’interaction de PHYL1OY avec les dimères SEP3/AG et 

SEP3/SEP3 et PHYL1OY se lie plus fortement à SEP3/AG qu’à SEP3 et ne semble lier que très 

faiblement AG. La liaison de PHYL1OY aux versions FL de ces protéines suit les mêmes 

caractéristiques : liaison à des dimères de MADS et affinités similaires (entre 66,7 et 333,3nM 

comparé à 80,0 ± 7,8nM pour SEP3 et entre 6,7nM et 33,3nM comparé à 22,8 ± 8,0nM pour 

SEP3/AG). AG semble jouer un rôle dans l’interaction entre PHYL1OY et SEP3/AG en stabilisant 

légèrement l’interaction. La conformation du dimère SEP3/AG est possiblement l’élément clef 

de cette interaction forte avec PHYL1OY.   
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III. Identification de l’interaction MADS/PHYL1OY au niveau 

atomique et moléculaires 

A. Cristallogenèse des complexes MADS/PHYL1OY formés et de 

l’hétérocomplexe SEP3[75-178]/AG[90-189] 

Dès l’obtention du complexe SEP3[75-178]/AG[90-189]/PHYL1OY, nous avons décidé de réaliser des 

essais de cristallisation sur ce complexe afin de caractériser sa structure atomique. Pour cela, 

des essais préliminaires de cristallisation dans différents tampons sont réalisés par la 

plateforme de cristallisation à haut débit CRIMS de l’EMBL et l’IBS à Grenoble. Ce criblage de 

plus de 1500 conditions différentes permet de visualiser les conditions dans lesquelles des 

cristaux se forment et de cribler ces conditions par la technique de la goutte suspendue sur 

des plaques de cristallisation au laboratoire.  

1. Cristallogenèse de SEP3[75-178]/AG[90-189]/PHYL1OY 

Les essais de cristallisation réalisés par la plateforme de cristallisation à haut débit CRIMS de 

l’EMBL et l’IBS à Grenoble avec le complexe SEP3[75-178]/AG[90-189]/PHYL1OY ne montrent aucun 

cristal après 87 jours. Des essais sont actuellement poursuivis en purifiant à nouveau le 

complexe et en le testant à diverses concentrations et avec divers kits de la plateforme de 

cristallisation à haut débit CRIMS de l’EMBL et l’IBS à Grenoble. 

En parallèle, des essais de cristallisation sont réalisés sur les complexes SEP3[75-178]/AG[90-189] 

et SEP3[75-178]/PHYL1OY. En effet, aucune structure de domaine K d’hétérocomplexe de MADS 

MIKC n’a été élucidée à notre connaissance. L’obtention de la structure tridimensionnelle de 

SEP3[75-178]/AG[90-189] permettrait de caractériser au niveau atomique un complexe 

physiologique de protéines MADS. D’autre part, SEP3 semble être l’acteur majoritaire de 

l’interaction entre PHYL1OY et SEP3/AG. Ainsi la caractérisation atomique de ces deux 

complexes permettrait d’obtenir des informations précieuses sur la structure du complexe 

SEP3/AG/PHYL1OY, notamment par modélisation ou par remplacement moléculaire.  

2. Cristallogenèse de SEP3[75-178]/AG[90-189] 

Les essais de cristallisation du complexe SEP3[75-178]/AG[90-189] par la plateforme de 

cristallisation à haut débit CRIMS de l’EMBL et l’IBS à Grenoble montrent quatre conditions 

favorables à l’apparition de cristaux : 0,2M thiocyanate de potassium, 0,1M de Bis Tris 
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propane à pH7,5 et 20% de PEG3350 (Figure 70.A), 0,1M de cacodylate de sodium à pH6,5, 

40% de MPD et 5% de PEG8000 (Figure 70.B), 0,1M Tris à pH8 et 2,4M de formate de sodium 

à pH8 (Figure 70.C) et pour finir 0,2M de sulfate de lithium, 0,1M d’imidazole à pH8 et 10% de 

PEG3000 (Figure 70.D). Ces différents cristaux sont testés sur la ligne de lumière ID23-2 de 

l’ESRF par Dr. Chloé Zubieta et seuls ceux provenant de la condition 0,1M Tris à pH8 et 2,4M 

de formate de sodium à pH8 diffractent faiblement. Des tests sont réalisés au laboratoire en 

réalisant une gamme de concentration de formate de sodium ainsi que le ratio de 

protéines/tampon dans la goutte et des cristaux sont obtenus pour les concentrations de 1,8, 

2, 2,1, 2,2 et 2,3M de formate de sodium à pH8 et pour tous les ratios de précipitant dans la 

goutte. 

 

Figure 70 : Cristaux obtenus du complexe SEP3[75-178]/AG[90-189] après criblage par la plateforme de 
cristallisation à haut débit CRIMS de l’EMBL et l’IBS à Grenoble. Les différentes conditions sont (A) 
0,2M thiocyanate de potassium, 0,1M de Bis Tris propane à pH7,5 et 20% de PEG3350, (B) 0,1M de 
cacodylate de sodium à pH6,5, 40% de MPD et 5% de PEG8000 (C) 0,1M Tris à pH8 et 2,4M de formate 
de sodium à pH8 et (D) 0,2M de sulfate de lithium, 0,1M d’imidazole à pH8 et 10% de PEG3000. Les 
cristaux mesurent entre quelques µm et 100µm. 

Ces cristaux sont testés sur la ligne de lumière ID23-2 de l’ESRF par Dr. Chloé Zubieta et la 

meilleure résolution obtenue est de 2,4Å mais n’a pas permis de résoudre la structure du 

complexe pour le moment (Tableau 8). Il serait peut-être possible d’améliorer la résolution en 

remplaçant les méthionines des protéines purifiées par des sélénométhionines. Pour cela, la 
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production de protéines se fera dans un milieu dans lequel les méthionines sont remplacées 

par des sélénométhionines (Hendrickson, Horton, et LeMaster 1990). 

 

Tableau 8 : Tableau des données collectées après diffraction des cristaux de SEP3[75-178]/AG[90-189] sur 
la ligne de lumière ID23-2 de l’ESRF. Les données entre parenthèses montrent les données de la 
meilleure résolution obtenue.  

3. Cristallogenèse de SEP3[75-178]/PHYL1OY 

Les essais de cristallisation du complexe SEP3[75-178]/ PHYL1OY par la plateforme de 

cristallisation à haut débit CRIMS de l’EMBL et l’IBS à Grenoble montrent deux conditions 

favorables à l’apparition de cristaux : acétate de sodium 0,1M pH 4,6, chlorure de sodium 2M 

et acétate de sodium 0,1M ph 4,6, formate de sodium 2M) sont ensuite testées au laboratoire 

(Figure 71.A). Après plusieurs essais d’optimisation des concentrations de sels et de pH des 

deux tampons précédents ainsi que du ratio de précipitant dans la goutte, une condition 

unique est conservée car elle produit plusieurs cristaux en moins de deux semaines (0,1M 

acétate de sodium ph 4,6, 2,04M chlorure de sodium). Les cristaux obtenus n’étant pas 

parfaitement polyédriques et peu nombreux, un kit d’additifs est utilisé afin d’optimiser les 

cristaux. Ces nouveaux essais sont réalisés avec la condition unique précédente en ajoutant 

chacun des 96 composés provenant d’un kit d’additifs (Additive screen HR-428, Hampton 

Research). Une condition donne de nombreux cristaux plus polyédriques que les précédents : 

l’ajout de 5% (+/-)-2-Methyl-2,4-pentanediol (MPD) (Figure 71.B). L’ajout d’une gamme de 

MPD est réalisé sur cette même condition unique et permet d’obtenir ce même type de 

cristaux aux conditions de 5% de MPD.  



160 
 

 

Figure 71 : Cristaux du complexe SEP3[75-178]/PHYL1OY. (A) Cristaux obtenus après criblage par la 
plateforme de cristallisation à haut débit CRIMS de l’EMBL et l’IBS à Grenoble. Les conditions sont des 
tampons d’acétate de sodium 0,1M pH 4,6, chlorure de sodium 2M et d’acétate de sodium 0,1M ph 
4,6, formate de sodium 2M à gauche et à droite respectivement. (B) Cristaux obtenus au laboratoire 
avec la condition 0,1M acétate de sodium ph 4,6, 2,04M chlorure de sodium, 5% de MPD. Les cristaux 
mesurent entre quelques µm et 100µm. 

Les différents cristaux obtenus sont testés de nombreuses fois sur la ligne de lumière ID23-2 

de l’ESRF par Dr. Chloé Zubieta. La meilleure résolution obtenue est de 3,6Å mais n’a pas 

permis de résoudre la structure du complexe (Tableau 9). Des essais de remplacement 

moléculaire avec la structure connue de SEP3[75-178] (testée en monomère, dimère ou 

tétramère, 4OX0, Puranik et al. 2014) et celle de PHYL1OY (testée en monomère, 6JQA, 

Iwabuchi et al. 2019) sont réalisés mais restent infructueux. Les conditions de cristallisation 

doivent encore être optimisées pour obtenir cette structure. Comme pour le complexe 

SEP3[75-178]/AG[90-189], les cristaux pourraient être optimisés en produisant les protéines avec 

de la sélénométhionine (Hendrickson, Horton, et LeMaster 1990).  
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Tableau 9 : Tableau des données collectées après diffraction des cristaux de SEP3[75-178]/PHYL1OY sur 
la ligne de lumière ID23-2 de l’ESRF. Les données entre parenthèses montrent les données de la 
meilleure résolution obtenue. 

Les cristallogenèses étant en cours, des études de mutagénèse sont réalisées afin d’identifier 

les domaines précis et acides aminés nécessaires pour l’interaction. 

B. Identification des acides aminés nécessaires pour l’interaction de 

SEP3 avec PHYL1OY par mutagenèse 

1. Etude des mutations d’acides aminés hydrophobes de la zone de 

tétramérisation de SEP3 en Y2H 

Les résultats précédents ont montré que PHYL1OY nécessite la zone de tétramérisation de SEP3 

pour interagir fortement avec SEP3 ou SEP3/AG. Cette zone est riche en leucines qui 

permettent l’interaction en leucine-zipper de SEP3 avec d’autres MADS-TFs (Y. Yang et Jack 

2004; Puranik et al. 2014; Silva et al. 2016; Rümpler, Theißen, et Melzer 2018; Lai et al. 2019). 

La littérature suggère également que l’interaction de PHYL1OY et SAP54 avec SEP3 est 

dépendante d’acides aminés hydrophobes et surtout de leucines qui permettraient leur 

interaction en leucine-zipper (Iwabuchi et al. 2019; Aurin et al. 2020). Pour déterminer quels 

acides aminés sont importants pour cette interaction, différents acides aminés hydrophobes 

de la zone de tétramérisation de SEP3 ont été mutés en alanine, acide aminé hydrophobe non 

chargé et incapable de réaliser des liaisons hydrogènes. D’abord, des mutations simples des 

acides aminés M150A, L154A, L157A, L164A et L171A sont réalisées (Figure 72.A) puis les 

doubles mutations de ces acides aminés ainsi qu’une mutation triple et quadruple de ces 

acides aminés. Certaines de ces mutations sont testées en Y2H puis en EMSA avec en contrôle 
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négatif SEP3MI. Il est important de noter que la double mutation SEP3L154A+L157A n’a pas été 

testée car il n’a pas été possible de l’obtenir par mutagénèse.  

Les résultats de Y2H montrent que l’interaction avec PHYL1OY n’est pas affectée avec les 

versions de SEP3 comportant des mutations simples. Ceci indique que chaque mutation seule 

n’empêche pas l’interaction entre PHYL1OY et ces versions mutées de SEP3 (Figure 72.B).  

 

Figure 72 : Etude de l’interaction entre PHYL1OY et des versions de SEP3 comportant des mutations 
simples d’acides aminés hydrophobes de la zone de tétramérisation. (A) Schéma des substitutions en 
alanines réalisées (flèches rouges) sur la zone de tétramérisation de SEP3. (B) Expérience de Yeast-
Two-Hybrid de différents simples mutants de SEP3 décrits en (A) avec SEP3 et PHYL1OY. Les échantillons 
SEP3 MIKC et SEP3 MI utilisés en contrôles positif et négatif correspondent aux constructions SEP3[1-

252] et SEP3[1-90] respectivement. Les mutations ont été réalisées sur la version MIKC de SEP3. La 
photographie est prise après 4 jours d’incubation. 
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Les résultats montrent que, parmi les doubles mutations, certaines n’ont pas d’effet sur 

l’interaction alors que d’autres entrainent une réduction faible (Figure 73, flèches marrons) 

ou forte de l’interaction (Figure 73, flèches rouges). En effet, les versions mutées 

SEP3L157A+L164A et SEP3L154A+L171A paraissent interagir plus faiblement avec PHYL1OY et les 

versions mutées SEP3L154A+L164A et SEP3L157A+L171A semblent ne plus interagir du tout avec 

PHYL1OY (Figure 73). Il apparaît donc que les leucines soient des acides aminés 

particulièrement importants pour l’interaction entre SEP3 et PHYL1OY puisque deux mutations 

spécifiques peuvent affecter l’interaction. Ces résultats sont confirmés par les mutations triple 

et quadruple qui empêchent totalement l’interaction avec PHYL1OY. 

 

Figure 73 : Etude de l’interaction de versions de SEP3 comportant des mutations doubles, triple et 
quadruple d’acides aminés hydrophobes de la zone de tétramérisation avec SEP3 et PHYL1OY par 
Yeast-Two-Hybrid. Les échantillons SEP3 MIKC et SEP3 MI utilisés en contrôles positif et négatif 
correspondent aux constructions SEP3[1-252] et SEP3[1-90] respectivement. Les mutations ont été 
réalisées sur la version MIKC de SEP3. Les flèches rouges et marrons montrent les interactions 
fortement et faiblement affectées respectivement. La photographie est prise après 4 jours 
d’incubation. 
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2. Etude des mutations d’acides aminés hydrophobes de la zone de 

tétramérisation de SEP3 en EMSA 

Comme nous avons vu précédemment que les EMSAs reproduisent fidèlement les résultats 

obtenus avec les domaines K purifiés des protéines natives (Figure 65 et Figure 66), certains 

mutants testés en Y2H précédemment (Figure 72 et Figure 73) sont également testés en EMSA 

pour confirmer ou non les pertes d’interactions de ces mutants. Ici, les versions SEP3 MIKC 

(SEP3[1-252]), SEP3L164A, SEP3L154A+L164A, SEP3L157A+L171A et SEP3M150A+L154A+L164A sont testées 

(Figure 74). Les résultats montrent qu’avec la mutation L164A (astérisque puit 6, Figure 74), 

le retard de la migration semble très légèrement affecté comparé au retard d’un dimère de 

SEP3 sauvages interagissant avec PHYL1OY (astérisque puit 4, Figure 74). Ceci suggère que 

l’interaction avec PHYL1OY est faiblement affectée et corrèle bien avec les données de Y2H 

(Figure 72). Les mutations L154A+L164A et L157A+L171A semblent empêcher complètement 

l’interaction puisqu’aucun retard de migration n’est observé comparé aux puits sans PHYL1OY 

(puits 7 à 10, Figure 74). De même, la version SEP3M150A+L154A+L164A ne présentent aucune 

différence entre les puits avec ou sans PHYL1OY, suggérant une rupture complète de 

l’interaction (puits 11 à 14, Figure 74). Les résultats de Y2H et d’EMSA sont cohérents et 

montrent que les acides aminés hydrophobes, et plus spécifiquement les leucines, de la zone 

de tétramérisation de SEP3 sont nécessaires pour son interaction avec PHYL1OY. En effet, deux 

mutations de leucines en alanines sont suffisantes pour complétement rompre l’interaction 

entre SEP3 et PHYL1OY. Ces mutations rompent la succession de leucines sur la même face de 

l’hélice de SEP3 et empêchent l’interaction, très vraisemblablement de type leucine-zipper, 

avec PHYL1OY. Il serait intéressant d’étudier l’impact de ces mutations sur la liaison d’un 

hétérocomplexe de SEP3muté/AG avec PHYL1OY. 
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Figure 74 : Impact de GST-PHYL1OY sur la liaison à l’ADN d’homodimères de SEP3 sauvages ou 
comportant des mutations simple, doubles, triple et quadruple d’acides aminés hydrophobes de la 
zone de tétramérisation. Electrophoretic mobility shift assay d’homodimères de SEP3 sauvages 
(SEP3[1-252]), de SEP3L164A, de SEP3L154A+L164A, de SEP3L157A+L171A et de SEP3M150A+L154A+L157A mis en contact 
avec et sans GST-PHYL1OY (+ et - respectivement) avec de l’ADN marqué du promoteur de SEP3 
contenant une CArG-box. Les astérisques montrent l’apparition d’un nouveau complexe et les 
numéros 2 représentent des dimères. Le trait plein montre une coupure réalisée entre deux gels 
différents. La protéine GST-PHYL1OY est ajoutée à 667nM. La flèche noire montre l’ADN libre. 

3. Etude des acides aminés hydrophobes chez les autres MADS-TFs du 

FQM 

Dans la mesure où les leucines de la zone de tétramérisation sont nécessaires pour 

l’interaction avec PHYL1OY, je me suis intéressé à la séquence de la zone de tétramérisation 

des autres MADS-TFs du FQM (Figure 75.A). Les acides aminés hydrophobes semblent 

conservés chez tous ces MADS-TFs à l’exception d’AP3 et PI qui n’interagissent pas avec 

PHYL1OY (Figure 41). Il semble raisonnable de supposer qu’avec des acides aminés 

hydrophobes aux positions clefs vues précédemment (acides aminés 150, 154, 157, 164 et 

171), AP3 et PI pourraient interagir avec PHYL1OY. PI présente une importante délétion dans 

cette zone et ne représente donc pas un outil intéressant pour cette hypothèse. En revanche, 
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AP3 montre une conservation forte des acides aminés hydrophobes avec les autres MADS-TFs 

du FQM sauf pour les acides aminés 150 et 157 qui sont des thréonine et glutamine 

respectivement (flèches vertes Figure 75.A, correspondant aux acides aminés L157 et L164 de 

SEP3 respectivement). Pour cette raison, AP3 est choisi comme sujet d’expérimentation pour 

tester mon hypothèse. Des mutations simples (AP3 IKCT150L et AP3 IKCQ157L) et double (AP3 

IKCT150L+Q157L) de ces deux acides aminés en leucines sont réalisées et engendrent un 

changement de la séquence hélicoïdale qui présente ainsi une face riche en leucines (Figure 

75.B).  

 

Figure 75 : Impact des mutations T150L, Q157L et T150L+Q157L sur les successions d’acides aminés 
des faces de l’hélice de la zone de tétramérisation d’AP3 et sur sa capacité d’interaction avec 
PHYL1OY. (A) Séquences de la zone de tétramérisation des MADS-TFs du FQM. Les flèches vertes 
montrent les acides aminés d’AP3 substitués en leucines. (B) Représentation en roue hélicoïdale de la 
séquence de la zone de tétramérisation d’AP3 sauvage (gauche) et d’AP3T150L+Q157L (droite). Ce schéma 
a été réalisé grâce au logiciel DrawCoil 1.0. (C) Expérience de Yeast-Two-Hybrid des versions IKC (acides 
aminés 59 à 233) d’AP3 sauvage et muté dans les acides aminés de la zone de tétramérisation (T150L, 
Q157L et T150L+Q157L) avec AG MIKC, PHYL1OY et SEP3 MIKC. Les échantillons AG MIKC et SEP3 MIKC 
utilisés en contrôles positifs correspondent aux constructions AG[1-253] et SEP3[1-252] respectivement. La 
photographie est prise après 4 jours d’incubation.  
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La version tronquée sauvage AP3 IKC (AP3[59-233]) ainsi que les versions mutées AP3 IKCT150L, 

AP3 IKCQ157L et AP3 IKCT150L+Q157L sont testées en Y2H avec PHYL1OY (Figure 75.C, colonne 3). 

Les résultats montrent qu’AP3 IKC interagit fortement avec SEP3 et AG comme attendu 

(Riechmann, Krizek, et Meyerowitz 1996) mais pas avec PHYL1OY. Les versions mutées AP3 

IKCT150L et AP3 IKCQ157L interagissent toujours avec SEP3 et AG et n’interagissent toujours pas 

avec PHYL1OY (Figure 75.C, lignes 2 et 3 respectivement). En revanche, la version double 

mutante AP3 IKCT150L+Q157L interagit avec PHYL1OY et SEP3 alors que son interaction avec AG 

est affaiblie (Figure 75.C, ligne 4). Il semblerait donc que la succession de leucines sur une face 

de l’hélice α facilite l’interaction avec PHYL1OY.  

Il est important de noter que la double mutation AP3T150L+Q157L a déjà été réalisée dans la 

littérature (Rümpler, Theißen, et Melzer 2018). Dans cette étude, deux versions chimériques 

de SEP3 sont réalisées : SEP3AP3chim dont la zone de tétramérisation (acides aminés 150 à 171) 

est remplacée par celle d’AP3 sauvage (acides aminés 143 à 164) et SEP3AP3T150L+Q157Lchim dont 

la zone de tétramérisation est remplacée par celle d’AP3T150L+Q157L. Les versions sauvages et 

chimériques de SEP3 sont testées en EMSA et montrent que SEP3 se trouve majoritairement 

en homotétramère, SEP3AP3chim se trouve à 50% en homotétramère et 50% en homodimère, 

et que SEP3AP3T150L+Q157Lchim se trouve uniquement en homotétramère. Ceci montre que la 

double mutation réalisée améliore très fortement la capacité à homotétramériser de 

SEP3AP3T150L+Q157Lchim par rapport à SEP3AP3chim et même par rapport à SEP3 (Rümpler, Theißen, 

et Melzer 2018). Il est donc très probable qu’AP3 IKCT150L+Q157L soit plus affin à 

homooligomériser qu’à interagir avec d’autres MADS. Ceci pourrait expliquer la faible 

interaction d’AP3 IKCT150L+Q157L avec AG comparée à celle d’AP3 IKC avec AG. 

Cette expérience n’a été réalisée qu’une seule fois et ces résultats restent donc à confirmer 

en Y2H mais aussi en EMSA. Pour réaliser cette expérience en EMSA, il serait judicieux de 

former un dimère d’AP3/PI et un dimère d’AP3T150L+Q157L/PI. GST-PHYL1OY ne devrait pas 

interagir avec le premier dimère mais pourrait possiblement interagir avec le second dimère 

en utilisant AP3T150L+Q157L comme point d’ancrage, de la même manière qu’elle utilise SEP3 

comme point d’accroche pour le complexe SEP3/AG.  
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C. Modèles d’interaction de PHYL1OY avec les dimères de MADS 

D’après les résultats précédents, PHYL1OY interagit avec les leucines de la zone de 

tétramérisation du domaine K de SEP3 des dimères de SEP3 et de SEP3/AG. Ce domaine de 

SEP3 est nécessaire et suffisant pour l’interaction avec un dimère de SEP3 et de SEP3/AG mais 

la présence d’AG semble renforcer l’interaction. Ainsi dans nos modèles ci-dessous, la zone de 

tétramérisation de SEP3 sera considérée comme le point d’ancrage fort de l’interaction et AG 

sera considéré comme un second point d’interaction plus faible mais facilitant l’interaction 

entre PHYL1OY et SEP3/AG.  

PHYL1OY est composé de deux hélices. On peut donc se demander si les deux hélices sont 

importantes pour l’interaction ou si l’une d’entre elles est l’acteur majeur. De nombreuses 

études ont montré que les deux hélices et surtout les acides aminés hydrophobes de ces deux 

hélices sont nécessaires à l’interaction (Figure 31) (Iwabuchi et al. 2019; 2020; Liao et al. 2019; 

Aurin et al. 2020). Il est important de noter que, dans ces études, la majorité des substitutions 

réalisées provoquent une rupture du motif hélicoïdal et que les insertions réalisées changent 

les successions d’acides aminés (comme les leucines) exposés sur la même face de l’hélice. Il 

est donc possible que ces pertes d’interaction soient dues à des modifications de structure et 

de succession des acides aminés exposés sur les faces des hélices plutôt qu’aux acides aminés 

spécifiquement mutés. Une étude sur PHYL1PnWB a montré qu’une double substitution 

d’acides aminés hydrophobes en lysines sur la deuxième hélice de cette protéine rompt 

l’interaction avec le domaine K de SEP3, alors qu’une double substitution d’acides aminés 

hydrophobes en lysines sur la première hélice affecte légèrement l’interaction (Liao et al. 

2019). Ceci montre que les deux hélices semblent importantes pour l’interaction mais que la 

deuxième est nécessaire pour cette interaction. En étudiant la séquence des deux hélices, on 

peut noter que la seconde hélice semble plus propice à l’interaction en leucine-zipper. En 

effet, elle contient huit leucines exposées sur trois faces côte à côte alors que l’autre hélice ne 

contient qu’une leucine (Figure 76). La seconde hélice semble donc plus propice à réaliser des 

interactions hydrophobiques fortes que la première ; c’est pourquoi elle sera privilégiée dans 

nos modèles. Comme supposé précédemment, PHYL1OY pourrait se comporter comme 

SEP3/AG avec une zone d’interaction forte (seconde hélice) et une zone d’interaction plus 

faible (première hélice). 
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Figure 76 : Représentation en roue hélicoïdale de la séquence des deux hélices de PHYL1OY. Les acides 
aminés hydrophobes sont colorés en jaune et les leucines sont entourées en rouge d’après Iwabuchi 
et al. 2019. 

Grâce aux résultats obtenus dans cette étude et dans la littérature, différents modèles ont pu 

être imaginés (Figure 77). Pour l’interaction entre PHYL1OY et SEP3[75-178]/AG[90-189], deux 

modèles peuvent être supposés. Ces deux modèles sont globalement similaires avec deux 

zones d’interaction : une zone d’interaction forte en leucine-zipper entre la zone de 

tétramérisation de SEP3[75-178] et la deuxième hélice de PHYL1OY, et une seconde zone 

d’interaction moins forte entre la deuxième hélice du domaine K d’AG et la première hélice 

de PHYL1OY (Figure 77.A). Cette deuxième zone d’interaction pourrait être une interaction en 

leucine-zipper moins forte ou plus largement une interaction hydrophobique en coiled-coil. 

La différence entre ces deux modèles réside dans la conformation qu’adopterait AG dans 

l’hétérodimère : une conformation semblable à un homodimère de SEP3 (Figure 77.A gauche) 

ou une conformation plus ouverte (Figure 77.A droite). Cette interaction est plus forte que 
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l’interaction entre SEP3 et PHYL1OY. Comme nous l’avons suggéré précédemment, c’est en 

dimérisant avec SEP3, qu’AG interagit plus fortement avec PHYL1OY et permet de rendre 

l’interaction entre SEP3/AG et PHYL1OY plus forte qu’entre SEP3/SEP3 et PHYL1OY. Il est 

également possible que, comme supposé précédemment, SEP3/AG et PHYL1OY soient 

similaires en présentant un site fort et un site faible d’interaction chacun. Ceci pourrait rendre 

cette interaction plus forte qu’avec SEP3/SEP3 qui présente deux sites forts d’interaction ne 

pouvant pas forcément interagir pleinement avec le site faible d’interaction de PHYL1OY. 

 

Figure 77 : Modèles d’interaction de PHYL1OY avec des dimères de SEP3/AG et de SEP3. (A) Modèles 
d’interaction de PHYL1OY (gris) avec un dimère de SEP3/AG (vert foncé/vert clair) avec AG en 
conformation ouverte (gauche) ou plus fermée (droite). (B) Modèles d’interaction de PHYL1OY (gris) 
avec un dimère de SEP3 (vert foncé). A gauche, la deuxième hélice de PHYL1OY interagit avec la zone 
de tétramérisation d’une hélice de SEP3 alors qu’à droite chaque hélice de PHYL1OY interagit avec la 
même zone de tétramérisation d’une hélice de SEP3. Les cercles jaune et oranges et les traits rouges 
représentent la zone hydrophobe permettant l’interaction en coiled-coil des trois hélices, une zone 
d’interaction hydrophobique en coiled-coil ou un en leucine-zipper moins forte et les leucines 
permettant l’interaction en leucine-zipper respectivement. 

Pour l’interaction entre PHYL1OY et SEP3[75-178], deux modèles peuvent être supposés. Le 

premier modèle comprend deux zones d’interaction : la zone d’interaction en leucine-zipper 
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forte entre la deuxième hélice de PHYL1OY et une des zones de tétramérisation d’une hélice 

de SEP3[75-178], et la zone d’interaction en leucine-zipper faible entre la première hélice de 

PHYL1OY et la zone de tétramérisation de l’autre hélice de SEP3[75-178] (Figure 77.B gauche). Le 

deuxième modèle ne comprend qu’une zone d’interaction : une interaction coiled-coil très 

forte entre les deux hélices de PHYL1OY et la zone de tétramérisation d’une hélice de SEP3[75-

178] (Figure 77.B droite). Il est possible que ces deux modèles soient en équilibre selon 

l’environnement dans lequel se trouve ce complexe. Par exemple, si PHYL1OY est également 

en train d’interagir avec RAD23, l’interaction est peut-être plus semblable au premier modèle 

pour libérer davantage la première hélice de PHYL1OY. 

Ces modèles sont en cours d’études. En parallèle des analyses de cristallogenèse et de 

diffraction aux rayons X, des expériences permettant de déterminer des changements de 

conformation des constituants du complexe (expériences de FRET) et une structure à faible 

résolution (expériences de SAXS) sont initiées. 

 

 

En résumé 

Ce travail a permis d’initier l’analyse de la structure tridimensionnelle des complexes 

SEP3/AG/PHYL1OY et SEP3/SEP3/PHYL1OY afin de déterminer les acides aminés d’interaction. 

La structure tridimensionnelle n’a pas pu être caractérisée mais des analyses ciblées de 

mutagénèse montrent que les acides aminés hydrophobes de la zone de tétramérisation de 

SEP3 sont nécessaires pour son interaction avec PHYL1OY. En effet, il est possible de diminuer 

l’interaction avec une substitution de leucine en alanine et de fortement réduire l’interaction 

en substituant deux leucines en alanines. Il semble même possible de faire interagir AP3 avec 

PHYL1OY en substituant deux acides aminés non hydrophobes de sa zone de tétramérisation 

en leucines. Ceci nous confirme que PHYL1OY utilise les successions de leucines pour réaliser 

des interactions en leucine-zipper avec les MADS-TFs du FQM.  
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Conclusions et perspectives
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Les MADS-TFs sont des acteurs très importants du développement des angiospermes comme 

notre organisme modèle A. thaliana. Ils interviennent tout au long du cycle de vie de ces 

plantes et ont été particulièrement étudiés dans le contexte de la floraison. Certaines 

bactéries parasitaires appelées phytoplasmes ciblent certains de ces MADS-TFs et induisent 

d’importants phénotypes floraux conduisant à la stérilité de la plante et à de très fortes pertes 

économiques de culture agronomiques. Ici j’ai caractérisé l’interaction d’un des effecteurs de 

ces bactéries, appelé PHYL1OY, avec un des complexes de MADS qu’il cible, l’hétérocomplexe 

de SEP3/AG primordial pour le développement du quatrième verticille, les carpelles.  

PHYL1OY cible les complexes MADS impliqués dans la 

morphogénèse florale et empêche leur fonctionnement in vivo 

PHYL1OY interagit en Y2H avec les MADS-TFs SEP1-4, AP1 et AG impliqués dans la 

morphogénèse florale mais n’interagit pas avec les MADS-TFs AP3 et PI. L’expression de 

PHYL1OY in planta sous le contrôle de différents promoteurs a permis de montrer que son 

expression est délétère pour l’ensemble des organes floraux (Chapitre III.I). Les sépales et les 

carpelles (déterminés par les complexes SEP/AP1 et SEP/AG respectivement) sont les organes 

les plus sensibles et suggèrent que PHYL1OY cible et dégrade particulièrement les complexes 

SEP/AP1 et SEP/AG. L’expression de PHYL1OY sous le contrôle des promoteurs de gènes MADS 

a permis de retrouver les phénotypes des mutants correspondants et a montré que cette 

expression est restreinte aux couronnes dans lesquelles le gène est exprimé. PHYL1OY semble 

donc être un outil adapté pour muter spécifiquement certains gènes avec lesquels il interagit.  

L’obtention de lignées stables de ces plantes transgéniques, notamment des lignées 

exprimant AP1::PHYL1OY qui produisent des graines, pourrait représenter un outil très adapté 

pour l’étude d’inhibiteurs de l’interaction PHYL1OY/MADS-TFs. Ces inhibiteurs pourraient être 

des petites molécules obtenues en criblant (par Y2H par exemple) une librairie de celles-ci 

contre les MADS-TFs ciblés par PHYL1OY et PHYL1OY. L’interaction de ces molécules avec 

PHYL1OY et les MADS-TFs ciblés par PHYL1OY pourrait être étudiée in vitro et les molécules 

interagissant plus fortement avec PHYL1OY qu’avec les MADS-TFs peuvent être considérées 

comme inhibiteurs. En exprimant ces inhibiteurs dans les plantes exprimant AP1::PHYL1OY, il 

est attendu que les phénotypes observés s’atténuent. Les inhibiteurs atténuant les 
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phénotypes des plantes exprimant AP1::PHYL1OY, pourraient être développés en produit 

phytosanitaire à sprayer sur les cultures agronomiques touchées. 

PHYL1OY cible des dimères de MADS par leur domaine K 

Aux vues des forts phénotypes sur les carpelles, induisant la stérilité de la plante, nous avons 

étudié l’interaction de PHYL1OY avec l’hétérocomplexe SEP3/AG (Chapitre III.II) et par 

extension avec les homocomplexes de SEP3 et d’AG. PHYL1OY interagit avec le domaine K de 

SEP3. Des études biochimiques sur les domaines K de SEP3/AG, de SEP3 et d’AG ont permis 

de déterminer la stœchiométrie et les constantes d’affinité des complexes PHYL1OY/SEP3/AG 

et PHYL1OY/SEP3. Ces analyses montrent que PHYL1OY interagit en monomère avec des 

dimères des MADS SEP3/AG et SEP3/SEP3 et est beaucoup plus affin pour SEP3/AG que pour 

SEP3/SEP3 alors qu’il n’interagit pas avec AG seul. L’utilisation d’EMSA a permis de confirmer 

ces données sur les protéines entières et de montrer que le complexe PHYL1OY/MADS peut 

toujours lier à l’ADN. Ces analyses ont également montré que la zone de tétramérisation de 

SEP3 est nécessaire et suffisante pour l’interaction entre SEP3/AG et PHYL1OY. Cette zone 

servirait de point d’ancrage pour cette interaction que la présence d’AG semble renforcer. Le 

complexe SEP3/AP1 est en cours d’analyse dans l’équipe et son interaction avec PHYL1OY 

analysée. Il sera intéressant de découvrir si AP1 assure le même rôle que SEP3. Il serait donc 

possible que le complexe SEP3/AP1 agisse à la manière du complexe SEP3/SEP3 en présentant 

deux zones fortes d’interaction qui ne permettent pas une interaction aussi forte qu’avec 

SEP3/AG. 

PHYL1OY imitateur de la zone de tétramérisation des MADS 

Par des expérimentations de Y2H et d’EMSA (Chapitre III.III), nous avons restreint l’interaction 

de PHYL1OY aux acides aminés hydrophobes de la zone de tétramérisation de SEP3. PHYL1OY 

cible spécifiquement des successions de leucines caractéristiques des interactions en leucine-

zipper. Ces interactions sont très utilisées par les MADS-TFs pour interagir en dimère et en 

tétramère. Les phytoplasmes ont certainement évoluer pour créer des effecteurs phyllogènes 

imitant la zone de tétramérisation des MADS pour interagir avec eux. Ces différents indices 

nous ont permis d’élaborer plusieurs modèles d’interaction mais pour confirmer ces 

hypothèses, les structures tridimensionnelles de ces complexes sont nécessaires (en cours). 

Grâce à ces données, il serait possible de muter les MADS-TFs ciblés par PHYL1OY pour les 
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rendre moins favorables à cette interaction, tout en n’affectant pas leur fonction in planta. 

Les plantes, ainsi générées, pourraient constituer les premières plantes « insensibles » à 

PHYL1OY, et potentiellement à la phyllodie.  

 

Ces travaux ont eu pour but de caractériser l’interaction de PHYL1OY avec les MADS afin de 

mieux la comprendre et de déboucher, à plus long terme, sur des stratégies de luttes efficaces 

contre ce parasite. En effet, à l’heure actuelle aucun traitement efficace n’est proposé contre 

les invasions de phytoplasmes à part l’arrachage des plants infectés et la lutte contre les 

insectes vecteurs. Nos travaux permettent de comprendre davantage comment PHYL1OY cible 

spécifiquement certains complexes de MADS in planta et pourraient déboucher sur la 

production d’inhibiteurs de ces interactions, protégeant ainsi les cultures agronomiques 

ciblées par PHYL1OY. Grâce aux connaissances que nous avons apportées sur les acides aminés 

des MADS-TFs ciblés par PHYL1OY, il serait également possible de générer des plantes 

présentant des mutations de ces MADS-TFs pouvant ainsi éviter d’être ciblés par PHYL1OY. 

Dans le contexte d’une agriculture qui tend à nourrir de plus en plus de personnes et à 

employer de plus en plus d’intrants écologiques, il semble de toute importance de 

comprendre comment ces effecteurs bactériens ciblent les MADS et de trouver des moyens 

écoresponsables de lutter contre eux.  
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Annexe 1 : Carte du vecteur pGAD-T7. 

 

 

 

 



 
 

 

Annexe 2 : Carte du vecteur pGBK-T7. 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

Annexe 3 : Liste des amorces utilisées dans cette thèse (suite ci-dessous). 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

Annexe 4 : Carte du vecteur pFP101. 

 

 

 

 



 
 

 

Annexe 5 : Carte du vecteur pMM127. 

 

 

 



 
 

 

Annexe 6 : Carte du vecteur pFP100. 

 

 

 

 



 
 

 

Annexe 7 : Carte du vecteur pGEX-4T-1. 

 

 

 

 



 
 

 

Annexe 8 : Carte du vecteur pESPRIT2. 

 

 

  



 
 

 

Annexe 9 : Carte du vecteur pETDUET-1. 

 

 

 

 



 
 

 

Annexe 10 : Carte du vecteur pSP64 PolyA. 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

Annexe 11 : Carte du vecteur pTNT. 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

Annexe 12 : Différence de migration entre un complexe SEP3/AGΔ159-172/GST-PHYL1OY, un complexe 
SEP3/SEP3/GST-PHYL1OY et un complexe SEP3/AG MI/GST-PHYL1OY. Electrophoretic mobility shift 
assay (EMSA) de SEP3/AGΔ159-172, SEP3/SEP3 et SEP3/AG MI mis en contact avec GST-PHYL1OY avec de 
l’ADN marqué du promoteur de SEP3 contenant une CArG-box. La protéine GST-PHYL1OY est ajoutée à 
667nM. Les complexes sont annotés par des astérisques et la flèche noire représente l’ADN libre. 

(retour aux résultats ici → Figure 68) 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Résumé : 

Les phytoplasmes sont des bactéries pathogènes obligatoires de plantes qui se propagent par les insectes 
et infectent les cellules du phloème des plantes. Les infections par les phytoplasmes peuvent entraîner la 
maladie du « balai de sorcière », le nanisme et la phyllodie qui est la transformation homéotique des 
organes floraux en structures semblables à des feuilles. Les pertes économiques dues à l’infection de 
cultures agronomiques par les phytoplasmes sont très importantes et il n'existe aucun traitement efficace 
contre les phytoplasmes. Il est donc essentiel de comprendre comment ils interagissent avec et modifient 
les voies de développement de la plante hôte pour comprendre les phénotypes induits et développer des 
stratégies et des traitements efficaces.  

Des études récentes ont montré que les phytoplasmes produisent des facteurs de virulence causant la 
phyllodie, appelés phyllogènes. Les phyllogènes sont de petites protéines alpha-hélicoïdales qui 
interagissent avec les facteurs de transcription (TFs) MADS de la plante hôte. Les MADS-TFs forment 
différents tétramères hétéromériques et chaque tétramère régule un ensemble distinct de gènes cibles 
importants pour le développement des organes floraux. Les phyllogènes interagissent avec les MADS-TFs 
et entraînent leur dégradation par le protéasome de la plante ce qui empêche la formation des organes 
floraux. 

Les mécanismes par lesquels les phyllogènes interagissent avec seulement certains des MADS-TFs floraux 
n’ont pas été élucidés. Pour caractériser ces mécanismes, nous avons étudié les homocomplexes et 
hétérocomplexe des MADS-TFs, SEPALLATA3 et AGAMOUS, et leur interaction avec le phyllogène, PHYL1OY 
de la souche "Candidatus Phytoplasma asteris" d'Onion Yellow. En utilisant des techniques in vitro, in vivo 
et d'études structurales, nous avons déterminé que PHYL1OY cible l'interface de tétramérisation des TFs 
MADS et se lie en monomère à deux protéines MADS via la surface hydrophobe nécessaire à la 
tétramérisation. La liaison nécessite la présence de leucines hautement conservées présentes dans un sous-
ensemble de MADS-TFs. Ces expériences définissent les interactions protéine-protéine nécessaires aux 
interactions de PHYL1OY avec les MADS-TFs et montrent le mimétisme structural d’une protéine 
bactérienne.  

Abstract : 

Phytoplasmas are obligate plant pathogenic bacteria that spread by insects and infect plant phloem cells. 
Phytoplasma infections can result in witch’s broom, dwarfism and phyllody, the homeotic conversion of 
floral organs to leaf-like structures. The economic loss due to phytoplasma infections of crop plants is 
already very important and there are no effective treatments. Thus, understanding how phytoplasmas 
interact with the host plant and rewire developmental pathways is key to both understanding the 
phytoplasma-induced phenotypes and developing strategies and successful treatments for phytoplasma-
infected plants.  

Recent studies have demonstrated that phytoplasmas produce virulence factors responsible for phyllody, 
called phyllogens. Phyllogens are small alpha-helical proteins that interact with host plant MADS 
transcription factors (TFs). MADS TFs form different heteromeric tetramers and each tetramer regulates a 
distinct set of target genes important for flowering and floral organ development. Phyllogen binding to 
MADS TFs results in the proteasomal degradation of the host MADS TFs and prevents the formation of 
flowers. 

How phyllogens interact with only a subset of floral MADS TFs is unclear. To understand this, we studied 
the homocomplexes and heterocomplex of the MADS TFs, SEPALLATA3 and AGAMOUS, and their 
interactions with the phyllogen, PHYL1OY of “Candidatus Phytoplasma asteris” Onion Yellow’s strain. Using 
a combination of in vitro techniques, in vivo assays and structural studies, we have determined that PHYL1OY 
targets the tetramerization interface of the MADS TFs. The monomer PHYL1OY binds to a dimer of MADS 
proteins via the hydrophobic surface needed for tetramerization and requires the presence of highly 
conserved leucine residues present in a subset MADS TFs. These experiments define the protein-protein 
interactions necessary for PHYL1OY interactions with MADS TFs and demonstrate the elegant use of 

structural mimicry by a bacterial protein.  


