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Introduction

Préambule

L’évolution a permis aux plantes de pouvoir s’adapter aux zones climatiques les plus
exigeantes et ainsi coloniser une grande partie de la surface terrestre, du désert jusqu’aux
zones les plus humides. Cependant, les conditions environnementales dans un lieu bien précis
peuvent elles aussi varier, considérablement, selon le rythme circadien et au cours des
différentes saisons. Les plantes, en tant qu’organismes sessiles, s’adaptent a ces conditions
changeantes en se reposant sur une fine perception du niveau et de la qualité de la lumiére,
de la température, de la disponibilité des nutriments ou encore des attaques de pathogeénes.
Ces informations externes sont alors associées au programme génétique intrinséque de la
plante, afin d’ajuster la croissance et le développement, et assurer ainsi, la survie de I'espéce.
Il a été démontré que les phytohormones, des peptides ou encore certains sucres, peuvent

jouer le réle de molécules de signalisation dans I'intégration des signaux environnementaux.

Plusieurs familles de phytohormones sont maintenant bien décrites : l'auxine (IAA), les
cytokinines (CK), I'acide abscissique (ABA), I'éthyléne (ET), les brassinostéroides (BR), les
strigolactones (SL), I'acide jasmonique (JA), I'acide salicylique (SA) et les gibbérellines (GA).
Les phytohormones se référent a de petites molécules, qui s’accumulent a de faibles
concentrations et qui peuvent agir directement dans le tissu ou elles sont produites, mais elles
peuvent également étre transportées a courte ou longue distance, pour agir dans d’autres
tissus ou organes. Il est bien connu que les phytohormones agissent comme médiateurs qui
gouvernent des mécanismes clés au niveau du développement et de la croissance des
plantes. Ces derniéres années, il a été démontré que certaines hormones ont des fonctions
redondantes amenant a une réponse synergique ou au contraire qu’elles pouvaient avoir un
rble antagoniste. Ainsi, les voies hormonales sont connectées entre elles a I'aide d’un réseau
complexe d’interactions et de rétrocontroles. Ces interactions peuvent moduler la synthése, la
perception ou le transport des hormones, dans le but de modifier leur niveau d’accumulation
ou leur distribution. Durant mes 4 années de these, je me suis principalement intéressé aux
GA, une phytohormone régulant divers processus tout au long du cycle de développement de

la plante, de la germination de la graine, jusqu’a la maturation du fruit.
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Figure 1. Symptdémes de la maladie bakanae observés chez le riz et causés lors
d’une infection par le champignon Gibberella fujikoroi.

A.

B.
C.

Plantule de riz infectée par le champignon phytopathogéne et présentant un
allongement de la tige ainsi qu’un léger jaunissement des feuilles (fleche noire).
Plante mature de riz présentant un allongement excessif de la tige.
Plante mature de riz ayant développé des panicules dépourvues de graines, les plantes
présentent également un allongement excessif des tiges.

Adapté de Bashyal, 2018.
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1. Les gibbérellines

1.1. Découverte des GA et généralités

A la fin du 19°™ siécle, des chercheurs au Japon se sont intéressés a la maladie du
« bakanae » chez le riz, signifiant « herbe folle ». Cette maladie provoque une croissance
excessive des entre-nceuds, entrainant une infertilité et donc une perte conséquente au niveau
des rendements en grains (Fig. 1). Des phytopathologistes ont mis en évidence que cette
maladie, qui affecte fortement les cultures de riz a travers tout le pays, est d’origine fongique
(Hori, 1898). Quelques années plus tard, deux chercheurs ont suggéré que ces symptomes
de croissance exagérée sont causés par le champignon Gibberella fujikoroi (Sawada, 1912).
Des filtrats stériles provenant du champignon ont été appliqués sur des plantules saines de riz
et des symptdmes similaires a la maladie du bakanae ont été observés (Kurosawa, 1926). En
1935, le chimiste Teijiro Yabuta obtient pour la premiéere fois un extrait purifié contenant la
molécule responsable de cette croissance excessive, qui portera le nom de gibbérelline, en
lien avec le nom scientifique du champignon phytopathogéne (Yabuta and Sumiki., 1937). En
1938, la molécule bioactive va étre isolée sous sa forme cristalline et le nom gibbérelline A lui
est attribué ; ce nom est l'origine de I'abréviation GA pour les gibbérellines (Yabuta and
Hayashi., 1939). Une dizaine d’années plus tard, cette gibbérelline A est a nouveau analysée
et il s’avére que c’est en fait un mélange de 3 gibbérellines distinctes, la GA4, la GA; et la GA;
(Takahashi et al., 1955).

Les premiéres recherches sur les gibbérellines en dehors du Japon ne débuteront que dans
les années 1950, aprés la seconde guerre mondiale. Les Etats-Unis et I'Angleterre
s’intéressent alors de trés prés aux gibbérellines aprés avoir pris connaissance des premiéres
recherches réalisées au Japon. Aux Etats-Unis, le mycologue John Mitchell obtient un extrait
pouvant promouvoir la croissance des plantes et il lance les premiers essais a I'échelle
agronomique (Marth et al., 1956). En 1953 les américains purifient un composé qu’ils
appelleront gibbérelline-X (Stodola et al., 1955). En paralléle, les anglais isolent une molécule,
ayant des propriétés chimiques différentes de la gibbérelline A, qu’ils appellent acide
gibbérellique (Curtis et Cross., 1954). Par la suite, les chercheurs vont constater que la
gibbérelline-X, I'acide gibbérellique et la GAs; sont en réalité une méme molécule, celle

sécrétée par Gibberella fujikoroi.

A partir des années 1950, de nombreuses recherches sur I'effet des gibbérellines sur des

plantes d’intéréts agronomiques, telles que le mais ou le petit pois, ont été entreprises. Il est
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Figure 2. Application d’acide gibbérellique sur des plantes a intérét agronomique.
A. L’application exogéne de concentrations croissantes d’acide gibbérellique, de droite a
gauche, favorise progressivement la croissance des plants de pois avant d’atteindre un

plateau. Adapté de Brian and Hemming, 1955.

B. L’application exogéne d’acide gibbérellique promeut la croissance des plants de mais
sauvage (gauche) et elle restaure la croissance du mutant nain dwarf-1 (droite). Adapté

de Phiney, 1956.

18



important de rappeler qu’a cette époque les phytohormones n’étaient que peu caractérisées
et seule I'auxine était connue comme une molécule impliquée dans la croissance des plantes.
Des plantes sont traitées avec de I'acide gibbérellique et les phénotypes sont analysés et
comparés avec ceux obtenus chez des plantes ayant été traitées avec de l'auxine. Ces
expériences sont réalisées sur différentes variétés de pois et avec des quantités croissantes
de gibbérellines (Fig. 2A). L’acide gibbérellique est décrit comme ayant un réle positif sur la
hauteur, le poids frais ou le poids secs des plantes (Phinney, 1956). D’autres expériences
mettent en évidence que la complémentation de mutants nains avec des gibbérellines permet
la restauration de la croissance (Fig. 2B) (Brian and Hemming, 1955; Phinney, 1956). Des
chercheurs émettent alors une hypothése, les plantes pourraient également produire des
gibbérellines. Des extraits de graines provenant de plantes a fleurs sont analysés et ils
possédent une activité similaire a I'acide gibbérellique (Phinney et al., 1957), le terme de
« gibberellin-like activity » est souvent employé pour décrire les phénotypes observés.
Finalement en 1958, des chercheurs isolent la GA depuis des graines immatures d’haricots
et mettent en évidence qu’il s’agit de la molécule responsable de la « gibberellin-like activity »
(MacMillan and Suter, 1958). Les gibbérellines sont alors décrites comment étant un nouveau

type de régulateur endogéne de croissance chez les plantes.

Depuis les années 1950, ce ne sont pas moins de 137 gibbérellines qui ont été identifiées
chez les plantes, certains champignons ou bactéries. Elles sont toutes nommées gibbérelline
Ax ou GAy, suite a un accord accepté en 1967 a Ottawa, x correspondant au nombre attribué
selon l'ordre de leur découverte. La découverte des GA a été décrite en détails dans la revue
de Hedden et Sponsel, 2015.

Dans les années 1960, les GA ont joué un rdle crucial en agriculture. La révolution verte a
permis d’accroitre les rendements en champs en utilisant des intrants, la mécanisation ou de
nouvelles variétés de céréales. Par exemple, des riz (mutant semidwarf1) ou des blés (mutants
reduced height B1b et D1b) semi-nains, qui résistent beaucoup mieux a la verse. La verse,
provoquée par la pluie, le vent ou une attaque parasitaire, couche les tiges au sol dans les
champs ce qui entraine une perte considérable au niveau du rendement. Il a fallu attendre
plusieurs années aprées la découverte, et I'utilisation de ces mutants, pour mettre en évidence
que le mutant sd7 est un mutant de biosynthése des GA et que B1b et D1b sont des mutants
insensibles aux GA (Hedden, 2003; Pearce et al., 2011). De nos jours, 70% des blés cultivés

possédent une de ces mutations.
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Figure 3. Structure chimique des gibbérellines.

A.

B.

Squelette carboné de I'ent-gibbérellane, structure commune a toutes les GA, associé
au schéma de numérotation des atomes de carbones, utilisé pour les GA.
Structures chimiques des principales GA bioactives. Les GA bioactives possédent des
éléments structuraux qui sont nécessaires pour maintenir une forte affinité avec leur
récepteur : un groupe hydroxyle en position C3, un groupe carboxyle en position C6 et
une lactone sur les carbones 4 et 10 (en rouge).

Adapté de Hedden et Thomas, 2016.
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1.2. Métabolisme des GA

1.2.1. Généralités

Les gibbérellines appartiennent au large groupe des acides carboxyliques diterpénoides
tétracycliques et le précurseur commun a tous les diterpénes est le géranylgéranyl
diphosphate (GGDP), composé de 20 atomes de carbone. Bien qu’il existe plus d’'une centaine
de gibbérellines, seules certaines sont bioactives, comme la GA;, GA3z, GA,; ou la GA-, les
autres étant des précurseurs ou des catabolites dans la voie de biosynthése. Toutes les
gibbérellines ont un squelette commun, il s’agit de I’ent-gibbérellane (Fig. 3A). Les formes
actives partagent une structure chimique commune qui leur est indispensable pour se lier au
récepteur GID1A (GA INSENSITIVE DWARF 1) et initier la cascade de signalisation. Il a été
démontré que les GA bioactives ont des prérequis structuraux augmentant I’affinité avec leur
récepteur, elles possédent toutes un groupe hydroxyle en position C3-3, un groupe carboxyle
sur le carbone 6 et une lactone sur les carbones 4 et 10 (Fig. 3B) (Yamaguchi, 2008). Malgré
ces spécificités, des différences structurales sont observables, au sein méme des GA
bioactives, qui modifient leur stabilité. Par exemple, la structure de la GA; differe légérement
de celle de la GA;, ce qui la rend insensible au mécanisme principal d’'inactivation des GA chez
les plantes. Les plantes étant dans I'incapacité de moduler le niveau d’accumulation de la GAg,
cette derniere est produite a de trés faibles concentrations dans les différents organes, la GA;
et la GA, étant prédominantes chez les plantes. Le champignon Gibberella fujikoroi, quant a
lui, produit et sécréte une quantité importante de GAs qui compromet la capacité de la plante
infectée a se préserver d’'une suraccumulation de GA, entrainant ainsi, une croissance

excessive des entre-nceuds (Hedden, 2020).

Dans le but de caractériser des mutants affectés dans la synthése des GA ou la sensibilité aux
GA, un agent mutagéne trés utilisé chez les plantes, I’éthyl méthanesulfonate ou EMS, a
permis d’obtenir un certain nombre de lignées indépendantes produisant des graines
parfaitement développées, mais dont la germination est altérée voire inexistante (Koornneef
and van der Veen, 1980). Aprés un traitement unique avec des GA exogénes, les différents
mutants dans la capacité de germer et de se développer sont considérés comme étant des
mutants affectés dans la voie de biosynthése des GA. Les plantes ne produisant pas de GA
sont vertes foncées, présentent un sévére nanisme, apparaissent trés compacts avec des
pétales et des étamines trés peu développés et les graines produites germent difficilement
(Koornneef and van der Veen, 1980). Les mutants ont été un outil majeur pour la

caractérisation des voies de biosynthése et de signalisation des GA. Deux types de mutants
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Figure 4. Biosynthése des GA, du GGDP a I’ent-kauréne.

DMAPP : diméthylallyl-pyrophosphate ; IPP : isopentényl pyrophosphate ; GGPPS : trans-
géranylgéranyl diphosphate synthase ; GGPP : frans-géranylgéranyl diphosphate ; CPS :
ent-copalyl diphosphate synthase ; CPP : ent-copalyl diphosphate ; KS : entkaurene
synthase. Le nom des molécules est en vert alors que le nom des enzymes est en rouge.
Adapté de Hedden et Thomas, 2016.

gal-3 ga2

Figure 5. Phénotype des mutants ga7-3 et ga2 chez Arabidopsis dont les génes

codant pour les enzymes CPS et KS sont mutés, respectivement.

A. Plantes &gées de 52 jours, a gauche une plante sauvage (WT, écotype Ler) et a droite
le mutant ga7-3 dont le géne codant pour la CPS est muté. Adapté de Dill et Sun, 2001.

B. Plantes agées de 35 jours, a gauche une plante sauvage (WT, écotype Ler) et a droite
le mutant ga2, dont le géne codant pour la KS est muté. Adapté de Yamaguchi et al,
1998.
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sont mentionnés dans cette étude, les mutants de biosynthése de GA, affectés dans la
production d’une ou plusieurs enzymes de la voie de biosynthése pouvant perturber
’accumulation de GA bioactives. D’un autre c6té, certains mutants affectés dans la voie de
signalisation sont définis comme des mutants insensibles aux GA bioactives, ou mutants
« gain de fonction ». Si un traitement avec des GA exogénes permet de restaurer le phénotype

nain d’un mutant de biosynthése, il n’a aucun effet chez un mutant insensible aux GA.

Dans cette partie, seul le métabolisme des GA chez les plantes sera décrit bien que celui des
champignons et bactéries ait été également caractérisé (Hedden et Thomas, 2012; Hedden et
Sponsel, 2015; Yamaguchi, 2008).

1.2.2. Biosynthése des GA

Depuis plusieurs années, la voie de biosynthése des GA a pu étre caractérisée a I'aide de
mutants perte de fonction, pour les différentes enzymes impliquées dans les étapes
d’'oxydation et de décarboxylation. Le précurseur de biosynthése, le trans-géranylgéranyl
diphosphate (GGDP), est le produit de I'isopentényl pyrophosphate (IPP) ou du diméthylallyl-
pyrophosphate (DMAPP), qui sont issus de la voie du méthylérythritol phosphate et de la voie
du mévalonate, respectivement. La voie du méthylérythritol phosphate assurant la disponibilité
de la majorité des précurseurs utilisés pour la synthése de GA (Kasahara et al., 2002). Pour
les étapes suivantes, la biosynthése des GA est souvent détaillée en 3 parties distinctes de
par la nature des classes d’enzymes impliquées et la compartimentation subcellulaire des
étapes de biosynthése. Trois classes d’enzymes assurent la biosynthése des GA chez les
plantes, a partir du GGDP : les terpénes synthases (TPS) dans les plastes, les cytochromes
P450 mono oxygénases (P450) a la surface des membranes plastidiales et du réticulum
endoplasmique et les 2-oxoglutarate-dépendant dioxygénases (2-ODDs) dans le cytoplasme
(Lange, 1998).

a) Du GGDP a I'ent-kauréne

Dans les plastes, le GGDP, provenant de la conversion I'lPP ou du DMAPP, va étre cyclisé en
ent-copalyl diphosphate (CPP) par la ent-copalyl diphosphate synthase (CPS), puis ent
kauréne par la ent-kaurene synthase (KS) (Fig. 4). L’ent-kauréne est accumulé dans le stroma
des proplastes, des organites non différenciés se trouvant au niveau des méristémes, ou dans

les chloroplastes en développement (Aach et al., 1995, 1997). Des lignées rapportrices
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Figure 6. Biosynthése des GA, de I’ent-kauréne a la GA,,.

KO : ent-kauréne oxydase ; KAO : acide ent-kaurénoique oxydase ; GA13ox : GA13-
oxydase. Le nom des molécules est en vert alors que le nom des enzymes est en rouge.
Adapté de Hedden et Thomas, 2016.

Col-0 gal-3 kaol-1 Col-0 gal-3 kaol-1

kao2-1 kao2-1

Figure 7. Phénotype des mutants ga3, kao1 et kao2 chez Arabidopsis, dont les génes

codant pour les enzymes KO, KAO1 et KAO2 sont mutés, respectivement.

A. Plantes agées de 34 jours, a gauche une plante sauvage (WT, écotype Ler) et a droite
le mutant ga3 dont le géne codant pour la KO est muté. Adapté de Helliwell et al., 1998.

B. Plantes agées de 40 jours, a gauche une plante sauvage Col-0, un mutant ga7-3, ainsi
que le double mutant kao? kao2 dont les génes codant pour la KAO1 et la KAO2 sont
mutés. A droite, une application exogéne de GA3 bioactives permet de restaurer la
croissance des mutants. Adapté de Regnault et al., 2014.
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fusionnées a la GFP ont mis en évidence une localisation de ces deux enzymes au niveau des
plastes (Helliwell et al., 2001a). Chez Arabidopsis, contrairement a d’autres espéces, la CPS
et la KS sont codées par des génes uniques. Un mutant perte de fonction pour I'une de ces
enzymes (ga1-3 pour la CPS et ga2 pour la KS) présente un phénotype trés marqué qui est
souligné par un sévere nanisme, une infertilité et une absence de germination (Fig. 5). Des
ajouts exogénes de GA, et de GA; permettent une restauration totale ou partielle, des
altérations phénotypiques chez ces mutants. Le phénotype de ces mutants a ainsi été
caractérisé comme étant GA-dépendant (Koornneef and van der Veen, 1980). A l'inverse des
mutants, une surexpression de AfCPS ou AtKS chez Arabidopsis, n'impacte ni le phénotype
ni le niveau d’accumulation de GA bioactives, en comparaison avec des plantes contréles.
Ces résultats mettent en évidence qu’une suraccumulation de certains précurseurs de la voie
de biosynthése des GA n’affecte pas 'homéostasie des GA au sein de la plante. Ces deux

premiéres étapes de la voie de biosynthése ne sont donc pas limitantes (Fleet et al., 2003).

b) Du ent-kaurene a la GA+»

La conversion de I'’ent-kauréne en GA1»,-aldéhyde est catalysée par deux cytochromes mono-
oxygénases (P450), I'ent-kauréne oxydase (KO) et I'acide ent-kaurenoique oxydase (KAO)
(Fig. 6) (Helliwell et al., 1999, 2001a). L’ent-kauréne, alors transporté des proplastes jusqu’a
la surface du réticulum endoplasmique, subit trois étapes d’oxydation par la KO pour produire
I'acide ent-kaurénoique. Ensuite, la GA;,, premiére GA a 20 carbones (C20-GA) dans la voie
de biosynthése, est produite par la KAO aprés 3 étapes d’hydroxylation et d’oxydation, a partir
de l'acide ent-kaurénoique. Dans cette seconde partie de la voie de biosynthése,
contrairement a la premiére partie, une méme enzyme catalyse plusieurs réactions. Dans le
génome d’Arabidopsis, un géne unique (AtKO) code pour la KO et deux génes distincts codent
chacun pour 'une des deux KAO, AtKAOT et AtKAO2. La KO est localisée sur la membrane
externe des chloroplastes et du réticulum endoplasmique (RE), alors que les deux KAO sont
présentes uniquement a la surface du RE (Helliwell et al., 2001b). Chez Arabidopsis, un
mutant perte de fonction pour le géne AtKO (mutant ga3) présente un sévere nanisme (Fig.
7A) (Helliwell et al., 1998). Les simples mutants kao1 et kao2 ont un phénotype similaire aux
plantes contrbles, dans des conditions normales de croissance. Le double mutant kao? kao2
présente des altérations au niveau de la germination, de la croissance, de la floraison ou de
la fertilité. Un ajout exogéne, récurrent, de GAz permet une restauration de tous les parameétres
évoqués (Fig. 7B) (Regnault et al., 2014). Chez le riz, 5 génes codent pour la KO, regroupés

en tandem dans un cluster (OsKO1 a OsKO5). Le mutant nul osko2 présente un nanisme
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Figure 8. Biosynthése des GA, de la GA,, aux GA bioactives.
GA13ox : GA13-oxydase ; GA200x : GA20-oxydase ; GA3ox : GA3-oxydase. Le nom des
molécules est en vert alors que le nom des enzymes est en rouge. Adapté de Hedden et

Thomas, 2016.
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séveére, ainsi qu’une altération de la floraison et du développement des graines. Une mutation
dans le géne OsKO2 entraine également une sévere carence en GA, montrant ainsi le role

important de ces enzymes dans la biosynthése de GA (Sakamoto et al., 2004).

c) De la GA1; aux gibbérellines bioactives

Au niveau du cytosol, la GA, va subir diverses étapes d’oxydation et de décarboxylation,
catalysées par les dioxygénases 2-oxoglutarate-dépendantes (2-ODDs) (Fig. 8). Les 2-ODDs
ont la particularité de reconnaitre un large spectre de substrats, ce qui leur permet de catalyser
diverses réactions et ainsi, d’obtenir une grande diversité de GA. Enfin, diverses classes de

cette famille d’enzymes assurent les derniéres étapes de la voie de biosynthése des GA.

Dans un premier temps, la GA;> peut étre hydroxylée en position 13 par la GA13-oxydase
(GA130x), pour produire la GAss, Il s’agit d’'une étape importante dans la voie de biosynthése,
puisque les GA13ox vont permettre d’ajuster la balance entre la GA; et la GAy, les deux GA
bioactives prédominantes chez les plantes. Chez le riz, deux GA13ox catalysent cette
hydroxylation : OsCYP714B1 et OsCYP714B2. Chez le double mutant cyp714b1
cyp714b2, les GA hydroxylées en position 13 (GA 13-OH), dont la GA, bioactive, sont plus
faiblement accumulées, alors que la GA, bioactive se retrouve plus fortement accumulée
(Magome et al., 2013). Le phénotype du double mutant est similaire a celui des plantes
contréles jusqu’a la floraison ; seul le dernier entre-nceud avant l'inflorescence sera plus long
chez le double mutant. Des lignées transgéniques d’Arabidopsis, surexprimant OsCYP714B1
ou OsCYP714B2 présentent un phénotype semi-nain. Pour ces plantes, une surexpression

des GA13o0x conduit a une plus forte accumulation des GA 13-OH (Magome et al., 2013).

A partir de cette étape, la voie de biosynthése des GA se divise en deux voies distinctes (Fig.
8). Trois étapes successives d’oxydation en position C-20, par les GA20-oxydases (GA200x),
permettent la conversion de la GA;; et de la GAsz en GAg et GAy, respectivement. Lors de la
troisieme oxydation, le carbone 20 est libéré sous forme de CO,, la GAg et la GAx possedent
donc 19 atomes de carbone (C19-GA). Le génome d’Arabidopsis posséde 5 génes
(AtGA200x1 a AtGA200x5) codant chacun pour une GA200x. Le simple mutant ga20ox1 a un
phénotype semi-nain et le simple mutant ga20ox2 est Iégerement plus petit que le controle
Col-0. Le double mutant ga200x1 ga20ox2 présente un phénotype semi-nain plus sévere que
le simple mutant ga20o0x1 (Fig. 9A). D’autres parametres tels que la taille de I'hypocotyle, la

floraison ou la germination des graines sont impactés chez le double mutant ga20ox1 ga20ox2
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Figure 9. Phénotype des mutants ga20ox et ga3ox chez Arabidopsis.

A. Plantes agées de 44 jours, a gauche, une plante sauvage (Wild-type, écotype Col-0) et
a droite, plusieurs mutants simples puis multiples ga20ox dont différents génes codant
pour les GA200x sont mutés. Adapté de Plackett et al., 2012.

B. Plantes agées de 44 jours, a gauche une plante sauvage (WT, écotype Col-0) et a
droite, un mutant simple ga3ox1, ainsi que des mutants multiples ga3ox. Adapté de Hu
et al., 2008.
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(Plackett et al., 2012; Rieu et al., 2007). L’activité de la GA200x est considérée comme étant

le facteur limitant dans la voie de biosynthése des GA.

Enfin, les GA3-oxydases (GA3ox) oxydent le carbone en position C3 de la GAg et la GAy pour
produire les formes bioactives GA, et GA;, respectivement (Fig. 8). Le génome d’Arabidopsis
code pour 4 génes GA3ox (AtGA3ox1 a AtGA30ox4). Chez Arabidopsis, le simple mutant
ga3ox1 est semi-nain avec une rosette plus petite, une hauteur finale réduite de 50% et un
retard de floraison, en comparaison a des plantes contrdles (Fig. 9B). Les autres simples
mutants ga3ox ont un phénotype similaire aux plantes controles. Ces résultats peuvent étre
expliqués par le fait que GA30ox1 est le géne le plus exprimé de cette famille, dans I'ensemble
des tissus chez Arabidopsis, excepté lors de la germination des graines (Mitchum et al., 2006).
Concernant les mutants multiples, le triple mutant ga3ox71 ga3ox3 ga30x4 a un phénotype
identique au simple mutant ga3ox17 (Fig. 9B). Cependant, le double mutant ga3ox71 ga3ox2 a
des altérations phénotypiques plus sévéeres que le simple mutant ga3ox1. Ainsi, les génes
AtGA30ox1 et AtGA30ox2 ont un rble trés important pour le développement des plantes, d’autant
qgu’il s’agit de la derniére étape dans la biosynthése de GA bioactives (Hu et al., 2008a;
Mitchum et al., 2006).

1.2.3. Catabolisme des GA

Il est essentiel pour la plante de pouvoir réguler efficacement la concentration en GA dans ses
tissus, afin de pouvoir adapter rapidement sa croissance, notamment en cas de stress
environnementaux. Bien que la plante puisse moduler I'expression des génes codant pour les
différentes enzymes impliquées dans la voie de biosynthése, l'inactivation des GA permet de
diminuer bien plus rapidement la concentration en GA au niveau tissulaire. Plusieurs

mécanismes d’inactivation des GA ont été identifiés, a ce jour.

Le mécanisme d’inactivation des GA le plus commun chez les plantes implique une
modification structurale des GA, afin de diminuer I'affinité pour leur récepteur GID1A. Il s’agit
de I’hydroxylation en position C2 chez les GA bioactives, ou leurs précurseurs C19-GA et C20-
GA. Les GA2-oxydases (GA20x) catalysant ces hydroxylations sont subdivisées en deux
familles de 2-ODD, les C19-GA20x et les C20-GA20ox. Chez Arabidopsis, GA20x7 et GA20x8,
des C20-GA2ox, sont donc impliquées dans I’hydroxylation en position C2 des C20-GA. Une
surexpression des genes codant pour GA20x7 ou GA20x8 conduit a un nanisme chez les

plantes, lié a une réduction de 'accumulation de GA bioactives par inactivation (Fig. 10A). Au
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Figure 10. Phénotype de lignées transgéniques d’Arabidopsis qui surexpriment

différents génes codant pour des enzymes impliquées dans le catabolisme des GA.

A. Plantes agées de 48 jours, a gauche une plante sauvage (WT, écotype Wassilewskija)
et a droite des lignées qui surexpriment AtGA2o0x7 ou AlGA20x8. Adapté de
Schomburg et al., 2003.

B. Plantes dgées de 54 jours, a gauche le mutant de biosynthése ga7-3, puis des lignées
qui surexpriment AtCYP714A1 et AtCYP714A2 et a gauche une plante sauvage (WT,
écotype Col-0). Adapté de Nomura et al., 2013.
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contraire, le double mutant ga2ox7 ga2ox8 va fortement accumuler les GA bioactives
conduisant, notamment, a une floraison plus précoce en jour court (Schomburg et al., 2003).
Concernant les C19-GA2o0x, le génome d’'Arabidopsis code pour 5 enzymes inactivant les
C19-GA. Un quintuple mutant pour ces 5 génes va initier une floraison plus précocement, les
plantes sont plus grandes et elles possédent davantage de fleurs, cependant stériles, aucune
graine n’est produite (Rieu et al., 2008). D’aprés des travaux récents chez le riz, des enzymes
de la famille des C19-GA20ox et des C20-GA20x sont capables de former un tétramére avec
deux molécules de GA, pour augmenter leur activité. Une accumulation de GA, promeut la
formation des tétraméres augmentant ainsi, I'efficacité d’inactivation des GA. Ce second
mécanisme de régulation assuré par les GA2ox permettrait d’anticiper et de contrbler
’lhoméostasie des GA (Takehara et al., 2020). Les GA20x jouent donc un role essentiel pour
le développement de la plante, dans des conditions normales de croissance mais également
en réponse a des variations des conditions environnementales. Une induction spécifique de
I’expression de certains genes GA20x est observée en réponse a différents stress abiotiques
(Colebrook et al., 2014). Par exemple, des plantes ayant subi un stress mécanique présentent
une croissance plus faible, qui est associée a une plus forte expression du gene AtGA20x7

codant pour une C20-GA2ox (Lange and Lange, 2015).

Un autre mécanisme d’inactivation des GA a été mis en évidence chez le riz. EUI1 et EUI2
sont deux cytochromes P450 mono-oxygénases, appartenant a la famille des CYP714 et EUIA1
peut hydrolyser la GA1, GA4, GA1, ou la GAs; en formes époxydes inactives. Le géne EUI1 est
fortement exprimé au niveau des entre-nceuds, il est important pour le développement chez le
riz en restreignant la hauteur de la tige (Zhu et al.,, 2006). Les tissus végétatifs du riz
n'accumulent que trés peu les 4 GA citées ci-dessus, alors que ces formes sont trés présentes
dans les tissus des organes reproductifs. EUI1 aurait ainsi un réle particulier dans la régulation
du niveau de GA, provenant des inflorescences, au niveau des entre-nceuds. Le mutant euit
accumule davantage de GA bioactives au niveau des entre-nceuds de par I'absence de cette
voie de catabolisme. Fait intéressant, la caractérisation des mutants eui? a permis d’améliorer
grandement la production de riz (Liang et al., 2008). Le second géne EUI, EUI2, code pour
une hydrolase dont la fonction n’est pas encore définie. Le génome d’Arabidopsis code pour
deux génes CYP714, AtCYP714A1 et AtCYP714A2. Les enzymes CYP714A1 et A2 catalysent
la conversion de la GA12 en GA12 16-carboxylée ou en GA12 12a-carboxylée,
respectivement (Nomura et al., 2013). Une surexpression de AtCYP714A1 conduit a un
nanisme modéré, alors que la surexpression de A{CYP714A2 conduit a un nanisme trés

sévere (Fig. 10B).
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Les C19-GA peuvent également étre inactivées par une méthylation catalysée par des
méthyltransférases de la famille des SABATH. Chez Arabidopsis, deux membres de cette
famille, GAMT1 et GAMT2, sont exprimés dans I'’ensemble des siliques, dont les graines. Une
expression ectopique de ces génes, chez Nicotiana tabacum, conduit a une déficience en GA
et engendre un nanisme, ainsi que des problémes de fertilité chez les plantes. Des phénotypes
similaires ont été observés suite a une surexpression des génes GAMT1 ou GAMT2 chez
Arabidopsis, la GA, et d’autres précurseurs étant plus faiblement accumulés. Au contraire, les
mutants simples gamt1 et gamt2 accumulent fortement des GA dans les siliques, dont la GA;
bioactive. Ce mécanisme d’inactivation permet ainsi, de contréler le niveau d’accumulation
des GA dans un organe bien spécifique dans le but de contrdler, sans doute exclusivement,
le développement et la germination précoce des graines (Varbanova et al., 2007; Xing et al.,
2007).

Peu de temps apreés la caractérisation de la GA;, il a été rapporté que les GA peuvent se lier
a des molécules de faible poids moléculaires dont le glucose, le terme de GA conjuguées est
employé (Schneider and Schliemann, 1994). Les GA conjuguées pourraient alors étre plus
facilement stockées, ou transportées, mais depuis les années 1990, cela n’est qu’une piste de
recherche. Cependant, quelques expériences mettent en avant une probable réversibilité de
la conjugaison des GA (Schneider et al.,, 1992). Ainsi, la conjugaison des GA serait
potentiellement un mécanisme d’inactivation réversible, permettant un relargage rapide de GA

bioactives depuis des zones de stockage telles que les chloroplastes (Jin et al., 2011).

1.2.4. Sites de production des GA

L’identification des sites de biosynthése des GA est primordiale pour déterminer la fonction
des GA au cours des différents stades de développement. L’utilisation de lignées rapportrices
des génes codant pour les enzymes intervenant dans la biosynthése, des analyses du
transcriptome ou encore des GA radiomarquées, permettent d’identifier les principaux sites de

synthése des GA.

Avant de caractériser les sites de production ou d’accumulation des GA bioactives, il est
intéressant d’observer dans quels tissus ou organes se déroulent les différentes étapes de la
voie de biosynthése des GA. Chez Arabidopsis, le géne GA1 code pour la ent-kauréne
synthase A qui catalyse la premiére étape de la voie de biosynthése des GA, comme décrit

précédemment dans cette étude. Dans les années 1990, le patron d’expression de GAT est
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Figure 11. Localisation histochimique de I'activité du promoteur du géne GA1, chez

une lignée transgénique d’Arabidopsis contenant la construction pGA1-GUS.

A. Plantules &gées de 5 jours ; B. Inflorescences ; C. Extrémités des racines. Adapté de
Silverstone et al., 1997a.
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Figure 12. Profils d’expression des génes GA20ox a différents stades de
développement chez Arabidopsis.

Les niveaux relatifs d’expression des ARNm ont été déterminés par RT-PCR quantitative a
partir de 3 réplicas biologiques pour chacun des tissus. Adapté de Rieu et al., 2007.
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Figure 13. Localisation histochimique de I’activité du promoteur des génes GA3ox1
et GA3ox2 chez des lignées transgéniques d’Arabidopsis.

Plantules &gées de 3 jours. A. Lignée pGA30x1-GUS ; B. Lignée pGA30x2-GUS. Adapté
de Mitchum et al., 2006.
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déterminé grace a une étude combinant des analyses RT-PCR et I'utilisation d’une lignée
rapportrice ; promoteur GA1 fusionné au géne rapporteur GUS (Fig.11) (Silverstone et al.,
1997a). Le géne GAT1 est fortement exprimé dans certains organes pendant la croissance et
le développement, notamment ceux qui proliferent rapidement comme les méristémes
caulinaire et racinaire, les fleurs en développement ou encore les graines (Silverstone et al.,
1997a). Les génes KAOT et KAO2 codent pour des enzymes qui catalysent la formation de
GA12, une autre étape de la voie de biosynthése, ils sont également exprimés dans les jeunes

organes en croissance et les graines en germination (Regnault et al., 2014).

Les GA200x sont impliquées plus tardivement dans la voie de biosynthése des GA. Les 5
enzymes de cette famille ont des fonctions similaires, mais des patrons d’expression distincts
et dépendants du stade de développement. De maniére générale, les génes GA20ox1,
GA200x2 et GA200x3 sont fortement exprimés a tous les stades de développement chez
Arabidopsis, de la germination des graines jusqu’a la maturation des siliques (Fig. 12).
GA200x3 est le géne le plus fortement exprimé dans les graines, puis il s’agit de GA20ox2
chez les plantules (3 a 7 jours) et GA200x1 chez les jeunes plantes (11 a 24 jours). Dans les
inflorescences, GA200x1 et GA200x2 représentent les transcrits majoritaires des GA200x.
GA200x4 et GA200x5 sont tous les deux plus faiblement exprimés, a presque tous les stades

de développement, que les autres membres de la famille (Fig. 12) (Rieu et al., 2007).

Enfin, les génes GA3ox, qui codent pour les enzymes catalysant la derniére étape de la
synthése des GA bioactives, sont fortement exprimés dans tous les organes. GA30ox1 étant le
gene le plus exprimé dans la tige, les cotylédons, le méristeme apical caulinaire et certains

tissus au niveau racinaire (Fig. 13) (Mitchum et al., 2006).

L’analyse de I'expression des genes codant pour les différentes enzymes impliquées dans la
voie de biosynthése des GA est un bon outil pour identifier les sites de production des GA,
mais il ne rend pas compte de l'efficacité dans la traduction des transcrits, ainsi que la stabilité
des enzymes. L'utilisation de GA radiomarquées permet d’obtenir davantage d’informations,
méme si la résolution spatiale est trés limitante (Smith, 1992). Avec ces différentes
informations, il est maintenant admis que les GA bioactives sont produites dans les jeunes
tissus en prolifération, notamment les méristemes. Aussi, dans certains organes, comme dans
les racines chez Arabidopsis, les transcrits impliqués dans la biosynthése des GA
s’accumulent directement sur les sites d’actions des GA (Dugardeyn et al., 2007). Cependant,

les différentes enzymes nécessaires a la biosynthése des GA ne sont pas toujours présentes
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Figure 14. Analyse phénotypique des parties aériennes suite a une greffe de scions
ou de porte-greffe provenant de différents mutants de biosynthése des GA, chez
Arabidopsis.

A. Schéma de la voie de biosynthése des GA chez les embryophytes. Les enzymes
intervenant dans la voie de biosynthése sont indiquées en gris et les mutants associés
sont indiqués en rouge.

B. Plantes agées de 4 a 5 semaines (aprés greffe), le génotype est indiqué de la sorte :
porte-greffe/scion. A gauche, une plante controle greffée Col-0/Col-0 et tout a droite
une plante greffée ga20o0x1 ga20ox2 ga200x3/kao1 kao2 mettant en évidence que les
GA,, synthétisées dans les racines peuvent étre transportées a longue distance vers
les parties aériennes pour étre converties en GA bioactives et restaurer la croissance
des parties aériennes de la plante.

Adapté de Regnault et al., 2015.

36



dans un méme tissu ou une méme cellule. Par exemple, les GA sont importantes pour
I’élongation cellulaire au niveau des entre-nceuds, cela impliquerait un mouvement des GA,
ou certains précurseurs, des méristéemes jusqu’aux zones d’élongation (Hoogendoorn et al.,
1990). A l'inverse, des GA bioactives pourraient étre synthétisées dans des organes qui ne

sont pas en croissance pour étre transportées sur les sites d’action (Silverstone et al., 1997a).

1.3. Transport des GA

En tant qu’organismes sessiles, les plantes ont développé des mécanismes trés performants
pour ajuster et coordonner efficacement leur développement et leur croissance, en réponse
aux variations environnementales. Les phytohormones, et notamment les GA, jouent le role
de molécules de signalisation pouvant étre transportées vers les différents organes de la
plante. L’analyse des exsudats du phloéme et du xyléme démontre que le systéeme vasculaire
des plantes joue un réle important dans la distribution de phythormones (détaillé dans la revu
Lacombe and Achard, 2016). Plusieurs études réalisées avec des micro-greffes, chez
plusieurs espéces et a l'aide de différents mutants dans la voie de biosynthése des GA,
prouvent I'existence d’un transport longue distance des GA (Proebsting et al., 1992, Katsumi
et al., 1983). Une étude sur la distribution de GA bioactives fluorescentes, dans les racines
d’Arabidopsis, vient également supporter un transport local ainsi qu’un transport longue
distance (Shani et al., 2013). Hormis I'auxine, dont le transport polarisé de cellule en cellule
est assuré par un mécanisme unique, il est maintenant admis que les phytohormones peuvent
étre transportées a longue distance via le systéme vasculaire. Le systéme vasculaire des
plantes assure ainsi deux fonctions cruciales, soutenir mécaniquement les parties aériennes
et permettre 'acheminement a longue distance de diverses ressources, dont les GA, dans

tous les organes (détaillé dans la revu Lucas et al., 2013).

Plus récemment, des expériences de micro-greffes, réalisées avec des mutants de la voie de
biosynthése des GA, ont apporté de nouveaux éléments sur la caractérisation du transport
acropete et basipéte des GA (Fig. 14). La GA;. est le précurseur majeur transporté a longue
distance, chez Arabidopsis thaliana, vers les tissus en croissance pour étre converti en GA
bioactives (Regnault et al., 2015). Il n’est pas exclu que d’autres précurseurs ou formes actives
puissent étre transportés localement. De fagon intéressante, on ne retrouve aucune GA3ox
dans les pétales, alors que les mutants ga3ox présentent des défauts d’allongement des
pétales (Hu et al., 2008a; Koornneef and van der Veen, 1980). Ainsi, un transport ou une

diffusion de GA bioactives pourrait exister entre le réceptacle floral et/ou les étamines vers les
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Figure 15. Transporteurs de GA, identifiés a ce jour.

Arbres phylogénétiques des transporteurs de GA connus a ce jour. Un code couleur avec
des cercles rend compte de I'activité dans le transport de GA ; le systéme hétérologue
comprend des expériences chez la levure ainsi que chez des oocytes de Xenopus.

A. Arbre phylogénétique de la famille des transporteurs NPF ; B. Arbre phylogénétique de
la famille des transporteurs SWEET. Adapté de Binenbaum et al., 2018.
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pétales, pour y stimuler la croissance. Un transport de GA bioactives pourrait aussi exister
entre les anthéres et le filet, GA30x1 étant le seul des quatre génes a étre exprimé dans le
filet des étamines et mutant ga3ox1 possédant des étamines similaires a une plante sauvage
(Hu et al., 2008a).

A ce jour, le transport des GA implique des transporteurs appartenant a deux grandes familles,
les ‘nitrate transporter 1/peptide transporter family’ (NPF) et les transporteurs SWEET (détaillé
dans la revu Binenbaum et al., 2018). La famille des transporteurs NPF est conservée au cours
de I’évolution, 53 membres ont été identifiés chez Arabidopsis thaliana (Fig. 15A). Les NPF se
localisent au niveau de la membrane plasmique et sont connus comme étant des transporteurs
de nitrate, de peptides, de glucosinolates, mais également de métabolites spécialisés et de
différentes hormones. Ces transporteurs peuvent également étre situés dans la membrane de
la vacuole pour un transport subcellulaire. Pour exemple, NPF6.3 et NPF4.6 sont des
transporteurs de I'auxine et de ’ABA, respectivement (Kanno et al., 2012; Krouk et al., 2010).
D’aprés une autre étude, certains NPF peuvent transporter les GA, ’ABA et I'acide jasmonique
(Chiba et al., 2015). D’aprés Chiba et al., 2015, sur 45 transporteurs NFP d’Arabidopsis
étudiés, 18 peuvent transporter plus d’'une molécule de GA, simultanément. De par la
complexité de la famille des NPF, associer un réle biologique a chacun de ses membres
demeure difficile. Plusieurs simples mutants npf ont un phénotype semblable aux plantes
contrdles, comme par exemple npf3.1 et npf3.2 (Tal et al., 2016) ou npf2.10 et npf2.11 (Nour-
Eldin et al., 2012). Il est presque certain qu’'une redondance fonctionnelle existe au sein de la

famille des transporteurs NPF.

La famille de transporteurs SWEET est également conservée au cours de I'évolution, 17
membres ont été identifiés chez Arabidopsis thaliana (Fig. 15B). Ces transporteurs prennent
en charge divers sucres comme le sucrose ou le fructose (Eom et al., 2015). Parmi cette
famille, SWEET13 et SWEET14 sont également capables d’importer, in vitro (en levure et en
oocyte), des GA bioactives, ainsi que leurs précurseurs. Chez Arabidopsis, le transport longue
distance des GA chez le double mutant sweet13 sweet14 est par conséquent altéré, ce qui

réduit sa fertilité ; un traitement exogéne de GA restaure le phénotype (Kanno et al., 2016).
Ainsi, le transport représente le troisieme facteur influengant la distribution spatiotemporelle

des GA, en étroite corrélation avec la biosyntheése et I'inactivation (détaillé dans la revue Rizza
and Jones, 2019).
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Figure 16. Phénotype des mutants gid1 chez Arabidopsis.
Plantes agées de 37 jours, a gauche les mutants simples gid1a gid1b ou gidic et sur la
droite différentes combinaisons de mutants multiples gid1. Tout a droite, une plante
sauvage (WT, écotype Col-0). Adapté de Giriffiths et al., 2007.
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GID1

Répression de
la croissance

Figure 17. Interaction entre le complexe GA-GID1 et les DELLA.

A. Schéma de l'interaction entre le complexe GA-GID1 et les DELLA. Aprés perception
des GA bioactives par leur récepteur GID1, le complexe GA-GID1 peut interagir avec
les protéines DELLA pour modifier leur conformation. GA : Gibbérellines bioactives ;
GID1 : récepteur des GA ; DELLA : protéines DELLA.

B. Structure cristalline du complexe GA-GID1-DELLA. La structure contient une molécule
de GA;, I'extension N-terminale du récepteur GID1a (vert), le domaine principal de
GID1a (bleu clair) et le domaine DELLA de la protéine GAI (brun). Adapté de Gao et al.,
2017.
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2. La voie de signalisation des GA

Si la voie de biosynthése des GA est relativement bien comprise, le mécanisme moléculaire
par lequel les GA modulent la croissance et le développement de la plante est bien moins
détaillé. Comme décrit précédemment, les mutants de biosynthése de GA présentent un
nanisme plus ou moins sévere, un retard de floraison ou encore un probléeme de germination.
Cette approche génétique souligne le réle essentiel des GA pour le développement et la
croissance des plantes. La caractérisation de la voie de signalisation des GA a mis en
évidence que les GA favorisaient la croissance des plantes en déstabilisant des répresseurs
de croissance, les protéines DELLA (Daviére and Achard, 2013; Harberd, 2003). Plusieurs
composants de la voie de signalisation, dont les protéines DELLA, ont été caractérisés chez
Arabidopsis, cependant leur redondance fonctionnelle a rendu leur caractérisation plus
complexe (Dill et al., 2004; Nakajima et al., 2006). Chez le riz, plusieurs composants de la voie

de signalisation sont codés par des génes uniques, rendant I’étude plus accessible.

2.1. Perception des GA et formation du complexe GA-GID1

Les GA bioactives sont pergues par leur récepteur, qui est soluble, nommé GIBBERELLIN
INSENSITIVE DWARF1 (ou GID1), caractérisé en premier lieu chez le riz (Ueguchi-Tanaka et
al., 2005) et un an plus tard, chez Arabidopsis (Nakajima et al., 2006). Chez Arabidopsis, 3
genes homologues codent pour 3 récepteurs GID1, il s’agit de GID1a, GID1b et GID1c. Les 3
genes GID1 sont exprimés dans différents organes, tout au long du développement de la
plante, dans les fleurs, les siliques, la tige, les feuilles, les racines ou encore dans les graines
imbibées (Nakajima et al., 2006). Bien que les profils d’expression de ces 3 génes puissent se
recouvrir, indiquant une probable redondance fonctionnelle, des différences dans les niveaux
d’expression sont observées, ce qui suggere une certaine spécificité des récepteurs GID1 au
niveau tissulaire. Par exemple, G/D1a est le géne plus exprimé dans tous les tissus, hormis
dans les racines, alors que GID1c est le géne le moins exprimé, dans presque tous les tissus,
chez Arabidopsis (Griffiths et al., 2007). La redondance fonctionnelle des récepteurs GID1
peut étre illustrée par la surexpression d’un seul des 3 génes GID1 d’Arabidopsis, chez le
mutant gid7-1 du riz, permettant de restaurer le phénotype de nanisme lié a une insensibilité
aux GA. Aussi, chez Arabidopsis, les simples mutants gid7 ne présentent aucune altération
phénotypique grace a la redondance fonctionnelle des récepteurs aux GA ; et I'expression des
autres génes GID1 est toujours stable, il 'y a pas de compensation au niveau transcriptionnel

entre les 3 génes GID1 (Fig. 16). Le triple mutant gid1a gid1b gid1c, quant a lui, complétement
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DELLA Poly SITV LHR1 VHID LHR2 PFYRE SAW
Domaine DELLA Domaine GRAS
(Domaine de perception des GA) (Domaine fonctionnel)

Figure 18. Structure d’une DELLA avec ses différents domaines.

DELLA : motif contenant la séquence en acides aminés D-E-L-L-A, donnant le nom a cette
famille de protéines ; Poly S/T/V : motif polymérique Sérine-Thréonine-Valine ; LHR1 et
LHR2 : motifs Leucine Heptad Repeat ; Motifs VHIID, PFYRE et SAW : le nom de chacun
des motifs fait référence a sa séquence en acides aminés ; NLS : signal de localisation
nucléaire.

WT gal-3 gail-3 gail-3 gal-3 gai-3
gai-t6 rga-t2 gai-t6 gaj-t6

rga-t2 rga-i2
rgl1-1
rgl2-1
rgl3-4

Abondance en DELLA

Figure 19. Phénotype du mutant de biosynthése ga7-3 croisé successivement avec
différents mutants della, chez Arabidopsis.

Plantes 4gées de 5 semaines, a gauche une plante sauvage (WT, écotype Ler), ainsi que
le mutant de biosynthése ga71-3. Vers la droite, les génes codant pour les protéines DELLA
sont successivement mutés permettant de restaurer séquentiellement la croissance des
parties aériennes du mutant ga7-3.
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insensible aux GA, présente un phénotype trés sévere de nanisme, ne pouvant pas étre

restauré suite a un traitement avec des GA exogenes (Fig. 16) (Griffiths et al., 2007).

La structure du récepteur GID1 a été caractérisée a 'aide d’analyses en cristallographie, il se
compose principalement de 8 feuillets beta, 7 hélices alpha, ainsi que 6 molécules d’eau, alors
séquestrées au sein du récepteur (Fig. 17B). L’ensemble de ces éléments font partie
intégrante de deux structures essentielles chez le récepteur, une poche de fixation pour les
GA bioactives, ainsi qu’une extension N-terminal (Murase et al., 2008; Shimada et al., 2008).
Plusieurs groupes polaires vont permettre aux GA bioactives de former des liaisons avec le
récepteur et certaines molécules d’eau, au niveau de la poche du récepteur. Dés lors que la
GA bioactive est fixée au niveau de la poche, le groupe hydroxyle en position C3, rendant la
GA; et la GAj; bioactives, induit un changement de conformation de I'extrémité N-terminale du
récepteur pour refermer la poche de fixation des GA. La nouvelle conformation du complexe
GID1-GA va stimuler l'interaction d’'une protéine DELLA, au niveau de cette extrémité N-
terminale, venant stabiliser linteraction GID1-GA (Fig. 17A). Le mécanisme principal
d’inactivation des GA, I'ajout d’un groupe hydroxyle en position C2, entraine quant a lui, une
interférence stérique qui empéche la liaison des GA au récepteur GID1, au niveau de la poche

de fixation (Murase et al., 2008).

2.2. Les DELLA, régulateurs clés de la signalisation GA

Les protéines DELLA agissent comme répresseurs clés de la voie de signalisation des GA
(Peng et al.,, 1997; Silverstone et al.,, 1998). Les DELLA appartiennent a la famille des
régulateurs transcriptionnels GRAS et le génome d’Arabidopsis code pour 5 protéines DELLA :
GA-INSENSITIVE (GAIl), Repressor of ga1-3 (RGA), RGA-LIKE1 (RGL1), RGL2 et RGL3
(Daviere and Achard, 2016). Une seule protéine DELLA a été identifiée chez le riz, il s’agit de
SLENDER RICE1 (SLR1). Les DELLA contiennent deux régions principales ; un domaine de
perception aux GA en position N-terminale et un domaine GRAS (GA INSENSITIVE,
REPRESSOR OF GAI1-3, SCARECROW) en position C-terminale (Fig. 18) (Pysh et al.,
1999). Chez Arabidopsis, le domaine N-terminal est constitué de 3 motifs spécifiques, les
motifs DELLA et VHYNP qui sont impliqués dans linteraction DELLA-GID1 et un motif
polymérique Sérine-Thréonine-Valine (Poly S/T/V), qui peut étre phosphorylé ou glycosylé,
afin de moduler I'activité des DELLA. Le domaine GRAS C-terminal posséde 2 motifs leucine
heptad repeat (LHR1 et LHR2), qui sont impliqués dans les interactions protéine-protéine, un

signal de localisation nucléaire (NLS), ainsi que les motifs VHIID, PFYRE et SAW qui
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Figure 20. Patron d’expression de la protéine DELLA RGL2, phénotype du mutant
gail-3 rgi2-1 et analyse de la germination des graines du mutant rg/2.
A. Analyse de I'accumulation des transcrits RGL2, RGA et GAl dans différents tissus chez

B.

des plantes agées de 28 jours, par Northern blot. Adapté de Lee et al., 2002.

Plantes agées de 30 jours, a gauche le mutant de biosynthése ga7-3 et a droite le
double mutant ga?-3 rgl2-1 ; les plantes présentent toutes une taille de rosette
identique. Adapté de Lee et al., 2002.

Test de germination réalisé a partir de graines de plantes sauvages a gauche (WT,
écotype Col-0), ainsi que des graines des mutants rgl/1, rgl2 ou rgl3. Les graines ont été
traitées avec du paclobutrazol 120uM (PAC), un inhibiteur de la biosynthése de GA. Le
% de germination indiqué est issu de la moyenne de 3 réplicas biologiques (100 a 160
graines/génotype/réplica). Les graines du mutant rg/2 sont résistantes a un traitement
au PAC. Adapté de Tyler et al., 2004.
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contrélent l'interaction des DELLA avec GID1 et les protéines F-box (Fig. 18) (Gao et al.,
2017).

L’interaction entre GID1 et SLR1 a été observée dans un premier temps en systéme double-
hybride chez la levure, en présence de GA (Ueguchi-Tanaka et al., 2005). Par la suite, une
interaction entre les 3 récepteurs GID1 et les protéines DELLA, dans un contexte GA-
dépendant, a été démontrée chez Arabidopsis (Griffiths et al., 2007; Nakajima et al., 2006).
Une mutation dans le domaine GRAS abolit I'activité des protéines DELLA, ce qui permet de
restaurer le phénotype d’un mutant de biosynthése des GA, comme ga7-3 (Dill and Sun, 2001;
Silverstone et al., 1997b, 1998). A l'inverse, une perte du domaine de perception aux GA (motif
DELLA) rend les protéines DELLA non-dégradables, et donc insensibles aux GA, ce qui
conduit a une plante naine. Une autre approche génétique met également en évidence que
les protéines DELLA sont des répresseurs de la voie de signalisation des GA. Le phénotype
du mutant ga7-3, qui présente un sévere nanisme, peut-étre restauré progressivement en
mutant séquentiellement les 5 génes codant pour les protéines DELLA (Fig. 19) (Silverstone
et al., 1997b).

Les séquences des DELLA sont trées conservées chez plusieurs espéces, comme chez
Arabidopsis, le riz, le blé, 'orge ou le mais (Daviere and Achard, 2013). Une expression
ectopique de RGA, sous le controle du promoteur RGL2, permet de restaurer le phénotype du
mutant rg/l2 mettant en évidence une redondance fonctionnelle au sein des protéines DELLA
(Gallego-Bartolome et al., 2010). Bien que les 5 DELLA aient des fonctions redondantes, elles
ont également des fonctions spécifiques liées a leurs patrons d’expression et d’accumulation
au sein des différents tissus ou organes de la plante (Fig. 20A) (Lee et al., 2002; Peng et al.,
1997). RGA et GAI sont impliqués dans la régulation de la croissance et I'induction florale (Dill
and Sun, 2001; King et al., 2001), RGL1 et RGL2 modulent le développement floral (Cheng et
al.,, 2004; Tyler et al., 2004) et RGL3 est accumulé en réponses a des stress
environnementaux, ainsi que des stress biotiques (Achard et al., 2008; Wild et al., 2012). Une
approche génétique souligne également l'implication de RGL2 dans [linhibition de la
germination des graines (Fig. 20C) (Lee et al., 2002; Tyler et al., 2004). Les graines du mutant
gai-3, décrit précédemment, sont incapables de germer sans ajout exogéne de GA. Les
graines du double mutant ga7-3 rgl2 germent trés bien, alors que les graines du double mutant
gai-3 rgl1 ne peuvent pas germer sans ajout exogene de GA bioactives. Cette expérience
met en avant le rGle de RGL2 en tant régulateur négatif dans le contrdle de la germination des

graines, en réponse aux GA. Aussi, le simple mutant ga7-3 et le double mutant ga71-3 rg/2
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Figure 21. Schéma de la voie de signalisation des GA.

Le changement de conformation des protéines DELLA permet le recrutement du complexe
SCF afin de polyubiquitiner les protéines DELLA. Le protéasome 26S reconnait cette
polyubiquitination comme un signal de dégradation. La dégradation des protéines DELLA
entraine ainsi une levée de I'inhibition de la croissance.

GA : Gibbérellines bioactives ; GID1 : récepteur des GA ; DELLA : protéines DELLA ;
Complexe SCF : complexe Skp1-Cullin-F box protein-E3 ubiquitine ligase ; ub : ubiquitine.
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présentent un nanisme similaire, ce qui souligne le fait que RGL2 n’est pas impliqué dans le
contréle de I'’élongation de la tige chez les plantes, a I'inverse de GAI et RGA (Fig. 20B) (Lee
et al., 2002).

La voie de signalisation des GA peut moduler, par un rétrocontréle a I'aide des protéines
DELLA, I'expression des genes codant pour les différents éléments de la voie de signalisation.
Pour exemple, les protéines DELLA interagissent directement aux promoteurs des génes
GID1a et GID1b pour moduler leur expression (Zentella et al., 2007). Chez le triple mutant
gail-3rga-24 gai-t6, les génes GID1a et GID1b sont plus faiblement exprimés. Chez le mutant
de biosynthése ga7-3, un traitement avec des GA bioactives entraine une déstabilisation des
DELLA et donc une réduction du niveau d’expression des génes GID1a GID1b et GID1c,
codant pour les récepteurs des GA (Giriffiths et al., 2007). A l'inverse, chez un mutant gain de
fonction rga-A17 produisant une protéine RGA ne pouvant pas étre dégradée en présence de
GA et présentant un phénotype trés sévere de nanisme, les génes GID1a et GID1c sont plus

fortement exprimés.

2.3. Dégradation des DELLA par le protéasome

Les domaines DELLA et TVHYNP de la protéine DELLA interagissent avec le récepteur GID1
ayant fixé une GA bioactive. La formation du complexe GA-GID1-DELLA induit alors une
modification dans la conformation du domaine GRAS de la protéine DELLA (Hirano et al.,
2010). Aprés ce changement de conformation, un complexe Skp1-Cullin-F box protein-E3
ubiquitine ligase (complexe SCF-E3) est recruté et se lie aux motifs VHIID et LHRII (domaine
GRAS C-terminal) de la protéine DELLA, via le domaine C-terminal d’'une protéine adaptatrice
F-box (Fig. 21). Les génes codant pour les protéines F-box sont caractérisés chez Arabidopsis
avec SLEEPY (SLY1) et son homologue SNEEZY (SNE) et chez le riz avec GIBBERELLIN
INSENSITIVE DWARF2 (GID2), dont les séquences protéiques partagent une trés forte
homologie (Ariizumi et al., 2011; Dill et al., 2004). Les mutants nuls sly1 et gid2 présentent un
phénotype de nanisme (Sasaki et al., 2003; Steber et al., 1998), insensibles aux GA, di a une
accumulation des protéines DELLA, RGA ou SLR1, respectivement (McGinnis et al., 2003).
La surexpression de SNE, dans un mutant sly7, permet une diminution partielle de
I'accumulation des DELLA, et donc une complémentation partielle du phénotype de nanisme,
soulignant ainsi, une redondance fonctionnelle des deux F-box, chez Arabidopsis (Strader et
al., 2004). Les protéines F-box correspondent donc a des régulateurs positifs de la voie de

signalisation des GA. D’aprés une étude chez le riz, une interaction entre le récepteur GID1 et
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les motifs DELLA/TVHYNP de la protéine DELLA SLR1 est nécessaire, mais pas suffisante,
pour permettre le recrutement de la F-box GID2. En effet, une interaction entre GID1 et le
domaine GRAS de SLR1 est indispensable pour permetire un recrutement optimal de GID2
(Hirano et al., 2010).

Le complexe SCF-E3, en interaction avec le complexe GA-GID1-DELLA via la protéine F-box,
vient catalyser la conjugaison de 4 protéines d’ubiquitines sur une lysine des protéines DELLA.
Cette polyubiquitination, alors reconnue par le protéasome 26S comme signal de dégradation,
entraine la déstabilisation des protéines DELLA (Fig. 21). De nombreux processus biologiques
sont régulés par un systéme SCF-protéasome, dans lesquels la protéine F-box conféere la
spécificité de la protéine cible a dégrader. La dégradation des protéines doit étre finement
contr6lée au niveau spatial et temporel, aussi, la simple présence de la protéine cible ne doit
pas entrainer systématiquement sa dégradation (Ravid and Hochstrasser, 2008). Dans la voie
de signalisation des GA, une interaction entre les motifs DELLA/TVHYNP, ainsi que le
domaine GRAS des protéines DELLA et le récepteur GID1 pourrait étre un signal permettant
de contréler efficacement la dégradation des protéines DELLA (Hirano et al., 2010). Ce
mécanisme de dégradation est dynamique, les protéines DELLA sont rapidement

déstabilisées suite a un traitement avec des GA (Silverstone et al., 2001).

2.4. Régulation de l'activité et de la stabilité des DELLA par des mécanismes alternatifs

Comme décrit précédemment, les protéines DELLA peuvent subir une polyubiquitination,
induite par la présence de GA bioactives, pour favoriser leur dégradation. Cependant, les
DELLA peuvent subir d’autres types de modifications post-traductionnelles, telles que la
SUMOylation, la phosphorylation ou encore la glycosylation ; pouvant moduler leur
conformation, leur stabilité et leur activité. Les protéines SPINDLY (SPY) et SECRET AGENT
(SEC) ont un réle antagoniste dans la glycosylation des DELLA pour favoriser ou inhiber,
respectivement, la capacité des DELLA a établir des interactions protéine-protéine (revu par
Camut et al., 2017).

Un autre mécanisme de dégradation des DELLA, indépendant des GA, a été mis en évidence.
Une récente étude démontre que sous certaines conditions environnementales, notamment
en présence de températures élevées ou d’'ombre, des protéines DELLA insensibles aux GA
peuvent tout de méme étre dégradées. Cette dégradation alternative des DELLA est assurée

par une interaction physique entre une E3 ubiquitine ligase, CONSTITUTIVELY
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Figure 22. Mécanismes d’action des DELLA sur les protéines régulatrices.

A

Mécanisme de séquestration. Les protéines DELLA peuvent séquestrer des protéines
régulatrices, ou des facteurs de transcription, pour les empécher de se fixer sur le
promoteur des genes cibles et de moduler leur transcription.

Mécanisme de transactivation. Lorsque les protéines DELLA interagissent avec des
facteurs de transcription, et que ces derniers vont se fixer sur le promoteur de génes
cibles, elles peuvent induire fortement en trans I'expression des génes cibles.

PR : protéine régulatrice.
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PHOTOMORPHOGENIC1 (COP1), et les protéines DELLA. Ainsi, la déstabilisation des
protéines DELLA pourrait étre assurée a la fois par la signalisation GA, mais également par

COP1, en réponse a certains facteurs environnementaux (Blanco-Tourifan et al., 2020).

2.5. Mécanismes d’action des DELLA

La fonction biologique des DELLA réside dans leur capacité a interagir avec de multiples
classes de protéines régulatrices. Plusieurs dizaines de protéines interagissant aux DELLA
ont été caractérisées a ce jour, regroupées sous le terme de DELLA-interacting Proteins ou
DIP. Quand leur dégradation n’est pas assurée, notamment en absence de GA, les protéines
DELLA s’accumulent au niveau nucléaire pour jouer leur réle de régulateur transcriptionnel.
Pour exemple, le niveau d’expression de plusieurs centaines de génes est modulé, lors de la
germination du mutant de biosynthése de GA ga7-3, aprés un traitement aux GA, ayant
entrainé une rapide dégradation des protéines DELLA (Ogawa et al., 2003). Les protéines
DELLA, dépourvues de domaine de liaison a ’ADN, une interaction avec différentes classes
de facteurs de transcription devient nécessaire pour controler I'expression d’une multitude de
genes cibles. Depuis quelques années, deux mécanismes moléculaires principaux ont été
identifiés et permettent d’expliquer comment les DELLA modulent la transcription de génes
cibles, contrélant ainsi le développement et la croissance des plantes (Fig. 22). Le mécanisme
d’action privilégié par les protéines DELLA semble spécifique a chaque facteur de

transcription.

2.5.1. Mécanisme de séquestration

Par ce premier mécanisme, en absence de GA, les protéines DELLA séquestrent des facteurs
de transcription, ou des protéines régulatrices, en interagissant physiquement avec eux, les
empéchant ainsi de se fixer sur les promoteurs des génes cibles et d’activer leur transcription
(Fig. 22A). Dés que les conditions de croissance sont favorables, les GA bioactives alors
présentes, permettent la déstabilisation des protéines DELLA, levant ainsi l'inhibition des

protéines régulatrices responsables de la croissance chez les plantes.

Le mécanisme de séquestration des DELLA est mis en évidence pour la premiére fois avec
les facteurs de transcription PIF (PHYTOCHROME INTERACTING FACTORS) faisant partie
de la famille des bHLH (basic Helix-Loop-Helix) (Feng et al., 2008; de Lucas et al., 2008). Par
la suite, le laboratoire a identifié d’autres protéines régulatrices séquestrées par les DELLA,
telles que les TCP (TEOSINTE BRANCHED1 (TB1), CYCLOIDEA (CYC), and
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PROLIFERATING CELL FACTOR (PCR)) ou les protéines JAZ (Jasmonate ZIM-domain)
(Daviére et al., 2014; Wild et al., 2012).

Les domaines engagés dans ces interactions ont été caractérisés pour les différentes
protéines. Concernant les DELLA, le domaine GRAS, comprenant les répétitions ‘leucine’-
Leucine heptad repeat (LHR1 et LHR2), est requis dans les interactions DELLA-DIP, lors d’une
séquestration. Chez les différents facteurs de transcription caractérisés, le domaine de liaison
a ’ADN, permettant d’exercer leur fonction de régulateurs transcriptionnels, est engagé dans
les interactions avec les DELLA, d’ou cette incapacité temporaire a se lier aux promoteurs des
genes cibles. Par exemple, les facteurs de transcription PIF sont séquestrés par les DELLA

via leur domaine bHLH, domaine de liaison a 'ADN (Feng et al., 2008; de Lucas et al., 2008).

2.5.2. Mécanisme de transactivation

En absence de GA, les protéines DELLA peuvent également interagir aux facteurs de
transcription, via les motifs LHR1 et SAW du domaine GRAS, sans masquer le domaine de
liaison a ’ADN de ces FT. Des essais de transactivation en levures démontrent que SLR1,
une protéine homologue de GAI chez le riz, agit comme un activateur transcriptionnel ou un
coactivateur (Ogawa et al., 2000). Des expériences complémentaires mettent en évidence que
les motifs DELLA/TVHYNP, du domaine N-terminal de la protéine DELLA SLR1, possedent
une activité transactivatrice (Hirano et al., 2012). Ce second mécanisme permet ainsi aux
DELLA, lorsqu’elles interagissent avec des FT et que ces derniers se fixent sur les promoteurs
des génes cibles, d’induire fortement en trans I'expression de ces génes cibles (Fig. 22B). Ce
mécanisme d’action des protéines DELLA a été caractérisé chez Arabidopsis pour plusieurs
FT de la famille IDD (INDETERMINATE DOMAIN) ou des FT de la famille ARR (type-B
ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR) (Marin-de la Rosa et al., 2015; Yoshida et al.,
2014). La présence de GA bioactives entraine la dégradation des DELLA inhibant leur capacité

d’activer en trans I'expression de génes cibles.

Le mécanisme moléculaire de la transactivation demeure encore peu caractérisé a ce jour,
néanmoins, il semblerait que des modifications dans la conformation de la chromatine puissent
jouer un réle dans la mise en place de ce mécanisme. En effet, les protéines DELLA peuvent
interagir avec des unités du complexe de remodelage de la chromatine SWI/SNF pour

améliorer la transcription des génes cibles (Sarnowska et al., 2013). D’autres études
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confirment que les DELLA interagissent avec des complexes de remodelage de la chromatine
(Park et al., 2017; Zhang et al., 2014).

A l'aide de ces deux mécanismes, les DELLA peuvent ainsi, inhiber par séquestration, la
transcription de génes cibles activateurs de la croissance, ou au contraire, par transactivation,

favoriser I'expression de génes répresseurs de la croissance.

2.6. Role de la voie de signalisation sur ’lhoméostasie des GA

L’accumulation des GA bioactives est finement régulée via des interconnexions complexes
entre la biosynthése, le catabolisme ou encore le transport. Une accumulation trop importante,
ou au contraire une diminution en GA bioactives, peut fortement altérer la croissance et le
développement des plantes ; les mutants de biosynthése décrits précédemment illustrent
parfaitement ce point. Lorsque le mutant nain de biosynthése ga7-3 est traité avec des GA,
bioactives, I'expression des genes GA200x1, GA200x2, GA200x3 est fortement et rapidement
réprimée, ainsi que celle d’autres génes de la voie de biosynthése comme KO7 ou GA3ox1
(Olszewski et al., 2002). Les genes codant pour les enzymes GAZ2o0x, responsables de la
désactivation des GA, sont quant a eux plus fortement exprimés en réponse a une
accumulation de GA bioactives (Elliott et al., 2001; Thomas et al., 1999). Il y a donc des
mécanismes qui permettent de contrdler constamment et efficacement la production de GA

pour qu’elle soit optimale, en intégrant les différents facteurs environnementaux.

Il est aussi admis que la voie de signalisation joue un réle important dans la biosynthése des
GA. Pour exemple, des mutants de la voie signalisation, gai-t6 ou rga-24, incapables de
produire les protéines DELLA GAI ou RGA, accumulent plus faiblement les transcrits GA200x
et GA3ox en comparaison a des plantes sauvages (Croker et al., 1990; Dill and Sun, 2001;
Martin et al., 1996; Silverstone et al., 2001). Des résultats identiques sont retrouvés chez le
pois, organisme pour lequel deux protéines DELLA ont été identifiés, CRY et LA. Chez les
mutants simples cry ou /a, les génes de biosynthése PsGA20ox1, PsGA3ox1 et PsGA3ox2
sont réprimés alors que les génes PsGA2ox1et PsGA20x2, codant pour des enzymes
impliquées dans le catabolisme, sont surexprimés (Weston et al., 2008). Aussi, un mutant qui
n'accumule pas de protéines DELLA a besoin de moins de GA bioactives pour assurer une
croissance identique a une plante sauvage (Peng et al., 1997; Silverstone et al., 1998). La
hauteur du triple mutant gai-t6 rga-24 ga1-3, ne produisant pas les protéines DELLA GAI et

RGA ni de GA bioactives, est identique a celle d’'une plante sauvage (King et al., 2001).
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A linverse, une accumulation des DELLA entraine [Iactivation d’un mécanisme de
rétrocontrdle positif sur la biosynthése des GA ; permettant d’assurer une production optimale
de GA en fonction des besoins actuels de la plante. Par exemple, des plantes insensibles aux
GA, qui accumulent une protéine DELLA non dégradable, présentent des concentrations plus
élevées en GA bioactives, mais plus faibles pour les différents précurseurs de la voie de
biosynthése. Dans cette expérience, un rétrocontrdle positif de la biosynthése des GA est mis
en place pour tenter de restaurer, sans succes, la croissance des plantes (Talon et al., 1990;
Ueguchi-Tanaka et al., 2000). Une hypothése envisageable, pouvant expliquer ce mécanisme
de régulation, serait que les protéines DELLA active en frans, a I'aide de DIP, I'expression des

genes de biosynthése des GA et qu’en absence de DELLA ces génes soient moins exprimés.

3. Réle des GA dans le développement des plantes

3.1. Généralités

L’intégration permanente des facteurs environnementaux combinés au programme génétique
intrinséque permet d’ajuster la croissance de la plante dans le but d’assurer sa survie et donc
la persistance de I'espéce. Les phytohormones, et notamment les GA, sont des médiateurs
qui gouvernent des mécanismes clés, tout au long du développement et de la croissance des
plantes. Les mutants de biosynthése décrits précédemment témoignent du réle primordial des
GA de par leurs phénotypes caractéristiques. Des altérations phénotypiques similaires sont
retrouvées chez ces mutants, avec des défauts de germination, des anomalies au niveau du
développement des parties aériennes, une floraison retardée, ou encore un systéme racinaire
réduit, pour citer quelques étapes clés de transition du développement. Au niveau cellulaire,
la croissance est régulée par deux processus, la division et I'expansion cellulaire (Achard et
al., 2009; de Lucas et al., 2008).

3.2. Germination de la graine

La germination des graines est initiée lorsque les conditions environnementales sont
favorables, la température et la lumiére étant des paramétres privilégiés et les optimaux
spécifiques a chaque espéce. L’équilibre entre la dormance et la germination des graines
repose principalement sur une balance dynamique entre la synthése et le catabolisme de

'’ABA et les GA, qui répriment et activent la germination, respectivement.
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Figure 23. Réle du complexe DELLA-ABI5-ABI3 sur la germination des graines chez

Arabidopsis.
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Figure 24. Réle du complexe PIF4-
BZR1-ARF6 sur I’élongation cellulaire
chez Arabidopsis.

Le complexe PIF4-BZR1-ARF6 active
fortement la transcription d’'une multitude
de geénes impliqués dans [I’élongation
cellulaire au niveau de I'hypocotyle. Les
protéines DELLA peuvent interagir avec
les 3 facteurs du complexe, bloquant ainsi
I'activité transcriptionnelle du complexe.
Les GA favorisent ['élongation de
I’hypocotyle en déstabilisant les
répresseurs nucléaires DELLA pour libérer
les protéines et permettre la formation du
complexe PIF4-BZR1-ARF6.

GA :  gibbérellines ; PIF4 :
PHYTOCHROME INTERACTING
FACTOR 4 ; BZR1 : Brassinazole resistant
1 ; ARF6 : Auxin-Response Factor 6.
Adapté de Chaiwanon et al., 2016.



En absence de lumiére, le FT PHYTOCHROME-INTERACTING FACTOR 3-LIKE5 (PIF1)
inhibe la germination en réduisant la concentration en GA bioactives, augmentant ainsi
'accumulation des répresseurs nucléaires DELLA, et notamment RGL2, principal répresseur
de la germination (Ref, Peng et al. 2002). En présence de lumiére, la dégradation de PIF1
induite par les phytochromes, entraine une synthése de GA bioactives et donc la
déstabilisation de RGL2 (Xue et al., 2022). En absence de GA, RGL2 s’accumule et s’associe
avec ABA-INSENSITIVE3 et 5 (ABI3 et ABI5), deux composants clés de la voie de
signalisation de I'’ABA, pour induire I'expression de SOMNUS (SOM), un répresseur central de
la germination (Fig. 23). Par rétrocontréle, ce dernier diminue et augmente le niveau
d’accumulation de GA et d’ABA, respectivement. Par ailleurs, la lumiére réprime I'expression
de SOM pour favoriser la germination (Lim et al., 2014). RGL2 interagit également avec
d’autres protéines régulatrices, comme SPATULA ou SCARECROW-LIKE 3 (SCLS3), pour

contrdler la germination des graines (détaillé dans la revue Xue et al., 2022).

3.3. Elongation de I'hypocotyle

Aprés germination, I’élongation de I'hypocotyle, régie en grande partie par la qualité de la
lumiére, repose sur une action synergique des voies de signalisation des brassinostéroides
(BR), de l'auxine (IAA) et des GA (Liu et al.,, 2018). Une plantule qui croit a I'obscurité,
développe un phénotype de skotomorphogenése caractérisé par un hypocotyle trés allongé,
la formation d’une crosse apicale alors que la croissance des cotylédons et des méristémes
apicaux caulinaire et racinaire, est inhibée. A I'inverse, si la qualité de la lumiére est suffisante,
le terme de photomorphogenése est usité. Dans ce cas, les plantules déploient les cotylédons
et développent un systéme racinaire plus important, alors que la croissance de I’hypocotyle,
dépourvu de crosse apicale, demeure restreinte (von Arnim and Deng, 1996). La
skotomorphogenése et la photomorphogenése contrbélent I'élongation de I'’hypocotyle en
jouant principalement sur I'expansion cellulaire. La prolifération cellulaire non requise lors de
I’élongation de I’hypocotyle, joue principalement un réle en amont lors du développement de

la plantule.

L’expansion cellulaire au niveau de I’'hypocotyle s’établit sur la fonction d’'un complexe (BZR-
ARF-PIF) formé de trois protéines régulatrices, BZR1 (Brassinazole resistant 1) - un FT de la
voie de signalisation des brassinostéroides, ARF6 (Auxin-Response Factor 6) - un régulateur
auxine-dépendant, et PIF4 (PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 4) - un FT régulé par

la lumiére et la température (Fig. 24). Le complexe BZR-ARF-PIF active fortement la
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Figure 25. L’accumulation des DELLA inhibe la croissance du méristéme racinaire
chez Arabidopsis.

Racines de plantules agées de 5 jours (aprés imbibition), a gauche I'extrémité d’une racine
d’une plante sauvage (écotype Ler), au centre le mutant ga7-3 et a droite le mutant ga7-3
quadruple-DELLA. Le centre quiescent et la zone de transition entre le cortex
méristématique et les cellules différenciées sont indiqués a 'aide de fleches bleu et rouge,
respectivement. La barre d’échelle représente 100um. Adapté de Achard et al., 2009.
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Figure 26. Implication de la voie de signalisation des GA dans le contréle de la
prolifération cellulaire chez Arabidopsis.

GA : gibbérellines ; PR : protéine régulatrice ; CKI : inhibiteur du complexe cyclin/cyclin-
dependant kinase (CYC/CDK) impligué dans la prolifération cellulaire ; CYC CDK :
complexe cyclin/cyclin-dependant kinase.
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transcription d’une multitude de génes cibles promouvant ainsi I’élongation de I’hypocotyle (Oh
et al., 2014). Au contraire, les protéines DELLA limitent leur action, en interagissant avec ces
FT au niveau de leur domaine de liaison a I’ADN, bloquant ainsi leur activité transcriptionnelle
(Bai et al., 2012; Feng et al., 2008; de Lucas et al., 2008; Oh et al., 2014; Bernardo-Garcia et
al.,, 2014). Les GA activent I’élongation cellulaire, en libérant les protéines régulatrices du
complexe BZR-ARF-PIF, via la déstabilisation des DELLA (Fig. 24) (Chaiwanon et al., 2016).
De maniére consistante, les cellules de I'hypocotyle sont plus allongées chez un quadruple
mutant DELLA, en comparaison a des plantes contréles. A I'opposé, I'expression d’une
protéine DELLA non dégradable, réprime I'activité du complexe BZR-ARF-PIF inhibant ainsi,
’expansion cellulaire au niveau de I’hypocotyle (Ben-Targem et al., 2021; Ragni et al., 2011).
Il est important de préciser que le programme génétique intrinséque, les facteurs
environnementaux tels que la lumiére ou encore différentes voies de signalisation hormonales
sont autant de facteurs qui contrdlent I’élongation cellulaire de I’hypocotyle chez Arabidopsis

thaliana.

3.4. Croissance racinaire

Au contraire de I'hypocotyle, la croissance de la racine résulte a la fois de divisions et
d’élongations cellulaires qui dépendent de la fonction continue du méristeme racinaire. Le
méristéme racinaire émane d’un groupe de cellules indifférenciées, qui génerent des cellules
qui se divisent plusieurs fois avant de s’allonger et de se différencier. Pour déterminer
précisément si les protéines DELLA jouaient un réle crucial dans le controle de I'activité du
méristéme racinaire, deux études ont suivi la croissance du méristéme apical racinaire d’un
mutant de biosynthése de GA (qui accumule les DELLA) en comparaison au contrdle, au cours
du développement (Achard et al., 2009 ; Ubeda-Tomas et al., 2009). Ces études ont révélé
que I'accumulation des protéines DELLA réprimait la croissance du méristeme racinaire. Pour
étayer davantage le rbéle des protéines DELLA dans le contrble de la division des cellules
racinaires, les auteurs ont ensuite introduit chez le mutant de biosynthése ga7-3 la
construction pCYCB1;1:Dbox-GUS, qui s’exprime a la phase G2/M du cycle cellulaire et qui
permet de suivre I'activité mitotique. L’absence de GA chez le mutant ga7-3 réduit fortement
le nombre de cellules en division, et un traitement aux GA est suffisant pour que ce mutant
puisse recouvrir un nombre de cellules en division identique au contrdle (Achard et al., 2009;
Ubeda-Tomas et al., 2009 ; Fig. 25). La division des cellules eucaryotes est régie par I'action
consécutive de complexes cyclines (CYC) et cyclines-dépendantes-kinases (CDK), dont

I’activité contrbéle deux importantes phases de transition du cycle cellulaire, les transitions G1/S
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Figure 27. Implication des GA dans le contrdle de la taille du méristéme racinaire,
chez Arabidopsis.

A. Les cellules de I'endoderme (En) doivent doubler de taille avant de pouvoir se diviser,
cette élongation cellulaire est controlée par les GA.
B. En absence de GA, I'élongation des cellules de I'endoderme est plus faible ce qui

impacte I'élongation des cellules des tissus adjacents, entrainant une réduction de la
division cellulaire ; le méristéme est plus petit.

Les fleches noires représentent I'élongation cellulaire, les barres noires avec une téte

représentent linhibition de I’élongation cellulaire et les lignes rouges représentent la

division cellulaire. St : stéle ; P : péricycle ; En : endoderme ; C : cortex et Ep : épiderme.
Adapté de Ubeda-Tomas et al., 2009.
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et G2/M. Il a été démontré que la signalisation GA régulait le niveau d’expression de
régulateurs négatifs du cycle cellulaire, les CKI (des inhibiteurs de CDK). En absence de GA,
le niveau d’expression des CKI est augmenté, et un traitement aux GA, réduit 'expression de
ces derniers (Fig. 26). Suite a ces observations, il a été proposé que les GA/DELLA régulaient
la prolifération cellulaire via le contréle transcriptionnel d’inhibiteurs du cycle cellulaire (Achard
et al., 2009 ; Ubeda-Tomas et al., 2009).

Outre leur r6le au niveau du méristéme racinaire, les GA/DELLA contrélent I’élongation des
cellules, principalement au niveau de I'’endoderme. En effet, par une approche génétique qui
consiste a exprimer la protéine DELLA non dégradable gai, spécifiguement dans des tissus
sélectionnés de la racine, il a été démontré que I'endoderme représente le principal tissu
sensible aux GA, qui régule I'expansion des cellules (et limite le taux d’élongation des autres
cellules) et en conséquence la racine dans son ensemble (Ubeda-Tomas et al., 2008) (Fig.
27). Ainsi, la voie de signalisation des GA contrdle la croissance racinaire via son double effet

sur la division et I'élongation des cellules.

En aparté, il convient de mentionner ici, que depuis une décennie, de multiples études
soulignent le role des DELLA agissant comme intégrateurs de I'action des GA, et devenant
des régulateurs clés émergeants de I'architecture du systéme racinaire ; Comme nous I'avons
vu ci-avant, les DELLA controlent les dynamiques de la croissance racinaire, et plus encore,
sont aussi requises pour I'établissement des endosymbioses racinaires avec les bactéries
rhizobium, au niveau des nodosités chez les poacées, et avec les champignons, lors de
I’établissement de mycorhizes arbusculaires (détaillé dans la revue Fonouni-Farde et al.,
2016).

3.5. Hauteur de la plante

En paralléle du développement du systéme racinaire, les cellules des méristemes apicaux
caulinaires proliferent continuellement, puis s’allongent assurant la croissance de la plante en
hauteur (Ingram and Waites, 2006). Le mécanisme par lequel les DELLA répriment la
prolifération cellulaire dans les méristémes racinaires pourrait étre identique a celui retrouvé
au niveau des méristémes apicaux caulinaires. L’utilisation de la construction rapportrice
pCYCB1;1:Dbox-GUS met en évidence que l'activité mitotique diminue quand une plante
contréle est traitée avec du PAC, un inhibiteur de la voie de biosynthése des GA (Fig. 28). Au
contraire, un traitement avec des GA, chez le mutant ga7-3, permet d’augmenter la

prolifération cellulaire, initialement réduite, du fait de 'accumulation des DELLA (Achard et al.,
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Figure 28. Les protéines DELLA GAIl et RGA répriment la division cellulaire dans
I’'apex caulinaire au stade inflorescentiel chez Arabidopsis.

Utilisation de la lignée rapportrice pCYCB1;1:Dbox-GUS en tant que marqueur de la
prolifération cellulaire par localisation histochimique de I'activité GUS. Des traitements avec
des GA; bioactives et du paclobutrazol (PAC) sont réalisés sur des apex inflorescentiels,
disséqués, a partir de plante sauvage (écotype Ler), du mutant ga7-3 et du double mutant
gai-t6 rga-24, agées de 5 semaines. Les plantes ont été traitées 2 fois, une semaine aprées
floraison, avec 100uM de GA; ou 10uM de PAC. La barre d’échelle représente 0,5mm.
Adapté de Daviére et al., 2014.
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Figure 29. La voie de signalisation des GA contréle la hauteur de la plante a I'aide du

complexe DELLA-TCP chez Arabidopsis.

A. Modele d’implication de la voie de signalisation des GA dans le contréle de la
prolifération cellulaire dans les apex caulinaires, au stade inflorescentiel.

B. Plantes agées de 6 semaines, a gauche une plante sauvage (écotype Col-0), le double
mutant tcp14-4 tcp15-3 et a droite deux lignées indépendantes (2.4 et 27) ayant intégré
un amiR ciblant TCP8 et TCP22 pour réprimer leur expression. Adapté de Daviere et
al., 2014.
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2009; Daviére et al., 2014). A 'opposé, un traitement avec des GA ou du PAC chez le double
mutant gai-t6 rga-24 affecte peu la prolifération cellulaire au niveau des méristemes apicaux
caulinaires ; elle est semblable a celle observée chez des plantes contréles non-traitées et ce
peu importe les conditions de traitements (Fig. 28). En accord avec ces observations, de
précédentes études ont révélé que les protéines GAl et RGA, étaient les principales protéines
DELLA inhibant I'’élongation de la tige (Dill and Sun, 2001; King et al., 2001). GAl et RGA sont
les deux DELLA les plus fortement exprimés dans I'apex caulinaire (Daviére et al., 2014).
Dans une étude antérieure, le laboratoire a révélé, au niveau de I'apex caulinaire, une
interaction entre RGA et le facteur de transcription TCP14 (TEOSINTE BRANCHED 1 [TB1],
CYCLOIDEA [CYC], and PROLIFERATING CELL FACTOR [PCF]). Les facteurs de
transcription de la famille des TCP possédent un motif bHLH (basic Helix-Loop-Helix) leur
permettant de se fixer a 'ADN ou d’établir des interactions protéines-protéines. Chez
Arabidopsis, 24 génes codent pour des FT TCP, divisés en deux classes (I et Il), dont TCP14
appartenant a la classe |. La protéine RGA interagit avec 'ensemble des TCP de la classe |,
en systéeme hétérologue chez la levure (Daviére et al., 2014). Le domaine leucine heptade
repeat 1 (LHR1) de la protéine RGA et deux domaines de TCP14, dont le domaine bHLH de
liaison a I'ADN, sont impliqués dans [linteraction RGA-TCP14. Des expériences
complémentaires, comme 'EMSA (Electro Mobility Shift Assay), mettent en évidence que la
protéine RGA inhibe I'activité transcriptionnelle de TCP14 par un mécanisme de séquestration
(Fig. 29A) (Daviéere et al., 2014).

Les TCP sont connus pour contrdler plusieurs parametres clés du développement, dont la
prolifération cellulaire, pouvant directement impacter la morphologie des fleurs, la forme des
feuilles ou encore la ramification des parties aériennes. Les TCP modulent également la
synthése d’hormones et participent a la régulation du rythme circadien (Martin-Trillo and
Cubas, 2010). Une analyse fonctionnelle de TCP14 et son proche homologue TCP15, par une
approche génétique, démontre que la longueur de tous les entre-nceuds d’une tige est réduite
chez le double mutant tcp14 tcp15. Des lignées rapportrices viennent étayer ces analyses, les
genes TCP14 et TCP15 sont exprimés dans les jeunes tiges en développement (Kieffer et al.,
2011).

L’expression de plusieurs génes du cycle cellulaire, notamment CYCB1,1, est plus faible chez
le double mutant tcp14 tcp15, en comparaison a des plantes contréles, au niveau des apices
caulinaires. D’apres une analyse in silico, 39% des promoteurs des genes impliqués dans le
cycle cellulaire possedent un motif reconnu par les TCP de classe | (Daviére et al., 2014).

Ainsi, le complexe DELLA-TCP de classe | semble réguler I'expression d’un grand nombre de

Introduction 65



66



genes contrdlant le cycle mitotique. Chez le riz, les facteurs de transcription PCF1 et PCF2,
appartenant a la classe | des TCP, jouent également un réle dans la prolifération cellulaire au

niveau des méristemes (Kosugi and Ohashi, 1997).

Le double mutant tcp14 tcp15, ayant intégré un micro-ARN artificiel réduisant I'expression de
TCP8 et TCP22, présente un phénotype de nanisme plus sévéere que le double mutant tcp714
tcp15 ; soulignant une redondance fonctionnelle chez cette famille multigénique (Fig. 29B)
(Daviere et al., 2014). Une redondance fonctionnelle au sein de la famille des TCP de classe
| permettrait de favoriser, de fagon synergique, la prolifération cellulaire, régulant ainsi la
hauteur de la plante (Daviére et al., 2014; Kieffer et al., 2011). En résumé, les GA contrblent
la hauteur de la plante par la déstabilisation des protéines DELLA au niveau du méristeme
caulinaire permettant aux FT qui ne sont plus séquestrés, notamment les TCP de classe |, de

venir activer la transcription de génes cibles impliqués dans la prolifération cellulaire (Fig. 29A).

3.6. Initiation et développement des branches secondaires

Pour s’adapter efficacement a des conditions environnementales changeantes, la plante peut
moduler son architecture en jouant sur sa hauteur, mais également, sur la formation des
branches secondaires ; un aspect morphologique trés important. Lors de la croissance en
hauteur de la plante, assurée par une prolifération cellulaire depuis le méristtme apical
caulinaire, des bourgeons axillaires peuvent se former sur la tige, a I'aisselle d’une feuille
cauline (Wang and Jiao, 2018). Un méristtme axillaire est identique en tout point a un
méristéme apical, il a une structure et une fonction similaires, assurant la formation d’un

organe latéral.

L’auxine, et plus récemment certains sucres, ont été caractérisés en tant que régulateurs de
la dominance apicale chez les plantes (revu dans Barbier et al., 2017; Domagalska and
Leyser, 2011; Sakr et al., 2018). Cependant, d’autres phytohormones, notamment les
cytokinines (CK), les strigolactones (SL) et les brassinostéroides (BR), jouent un réle important
dans l'initiation de la formation et le débourrement des bourgeons axillaires. De nombreuses
revues font I'état des lieux des connaissances récentes, relatives a l'intégration des divers
signaux hormonaux, leurs interconnexions et la régulation génétique, sur l'initiation, I'inhibition
de croissance ou le débourrement des bourgeons axillaires (Rameau et al., 2015; Wai and An,
2017; Wang and Jiao, 2018; Wang et al., 2018; Yang and Jiao, 2016). Volontairement, je me

focaliserai dans les paragraphes suivants, sur le rGle des GA et de la signalisation GA, au
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Figure 30. Réle du complexe DELLA-SPL9 sur la formation des bourgeons axillaires

chez Arabidopsis.
SPL9 : SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN LIKE 9 ; LAS : LATERAL

SUPPRESSOR ; GA20x4 : gene codant pour une enzyme impliquée dans le catabolisme
des GA.
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cours de linitiation et le développement des ramifications axillaires. Fait intéressant, la
formation des bourgeons axillaires se réduit fortement chez le quintuple mutant DELLA (rga
gai rgl1 rgl1 rgl3), en comparaison des plantes contréles, démontrant que les GA ont un réle
dans ce processus développemental (Zhang et al., 2020). De plus, un traitement avec des GA
bioactives, inhibe la formation des bourgeons axillaires chez des plantes contréles. Une
analyse du patron d’accumulation des protéines DELLA, qui refléte la concentration en GA,
montre que RGA est fortement accumulée autour des primordia foliaires, zones d’émergences
des bourgeons axillaires (Zhang et al., 2020).

Au niveau moléculaire, les facteurs de transcription LATERAL SUPPRESSOR (LAS),
appartenant a la famille des protéines GRAS, exercent un rdle essentiel pour la formation des
bourgeons axillaires en maintenant le potentiel méristématique d’un groupe de cellules
souches au niveau de l'aisselle de la feuille. Pour exemple, les mutants /as sont pratiquement
incapables de former un bourgeon axillaire (Greb et al., 2003). Il a été démontré que les
facteurs LAS activaient la transcription du géne GA20x4, codant pour une 2-ODD impliquée
dans l'inactivation des GA, dans la zone autour des primordia foliaires, permettant de réduire
localement la concentration en GA bioactives, afin de favoriser I'accumulation des DELLA
(Zhang et al., 2020). Par ailleurs, le facteur de transcription SQUAMOSA PROMOTER
BINDING PROTEIN LIKE 9 (SPL9) réprime spécifiquement I’expression du gene LAS en se
fixant directement sur son promoteur (Tian et al., 2014). Il s’avere que les protéines DELLA
interagissent avec les SPL, notamment SPL9, en systéme hétérologue chez la levure, mais
également chez Arabidopsis (Yu et al., 2012; Zhang et al., 2020). Une accumulation des
protéines DELLA inhibe I'activité transcriptionnelle de SPL9, réduisant ainsi son effet sur
I’expression des génes LAS (Fig. 30). En accord avec ce résultat, la délétion du domaine
GRAS de la protéine RGA abolit I'interaction RGA-SPL9. En amont, au niveau transcriptionnel,
les génes SPL sont réprimés par le microARN156 (miR156) et le complexe miR156/SPL
fonctionne comme régulateur dans les transitions entre phase végétative et phase
reproductive chez Arabidopsis thaliana, ainsi que chez le riz (Wang et al., 2009, 2015; Wu et
al.,, 2009). Ainsi, une inactivation de miR156 provoque une diminution du nombre de

bourgeons axillaires (Zhang et al., 2020).

Les génes REGULATOR OF AXILLARY MERISTEMS (RAX1, RAX2 et RAX3), codant pour
des protéines MYB R2R3, sont également impliqués dans les premieres étapes de l'initiation
des bourgeons axillaires (Keller et al., 2006; Miller et al., 2006). RAX71 est exprimé
spécifigquement dans un groupe restreint de cellules autour des primordia foliaires, lieux

d’initiation des bourgeons axillaires. La formation de bourgeons axillaires est altérée, sur
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Figure 31. Le complexe DELLA-BZR1 contrdle I'expression de BRC1, impliqué dans

la croissance des bourgeons axillaires chez Arabidopsis.

A. Plantes matures, a gauche le mutant brc1, au centre une plante sauvage (WT, écotype
Col-0) et a droite le mutant brc2. Le nombre de ramifications primaires initiées au
niveau de la rosette est plus important chez les mutants brc1 et brc2 que chez la plante
sauvage. Adapté de Aguilar-Martinez et al., 2007.

B. Schéma représentant le role du complexe DELLA-BZR1 sur I'expression du géne
BRC1 impliqué dans la croissance des bourgeons axillaires. Inspiré de Xia et al., 2021
et Lietal., 2012.
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’ensemble de la tige, chez le mutant rax7. RAX1, tout comme les FT LAS, réduit localement
la concentration en GA dans I'apex caulinaire (Keller et al., 2006; Miller et al., 2006). En
résumé, les FT LAS ou RAX favorisent I'initiation de la formation du bourgeon axillaire tout en
assurant une faible concentration en GA bioactives au niveau de l'aisselle des primordia
foliaires. Le géne REVOLUTA (REV), codant pour une protéine a Homeobox-Leucine-Zipper,

semble aussi réguler l'initiation des bourgeons axillaires (Otsuga et al., 2001).

Aprés initiation du bourgeon axillaire, celui-ci peut rester en dormance a laisselle des
primordia foliaires ou se développer en branche secondaire. BRANCHED1 (BRC1) représente
un régulateur central qui inhibe le développement des bourgeons axillaires en intégrant le
programme génétique intrinseque de la plante, les différentes voies de signalisations
hormonales impliquées ainsi que les facteurs environnementaux (Fig. 31A) (Aguilar-Martinez
et al., 2007; Martin-Fontecha et al., 2018; Poza-Carrién et al., 2007). Une forte expression du
gene BRANCHED1 (BRC1), qui appartient a la classe Il des FT TCP, provoque l'arrét du
développement du bourgeon axillaire. Un complexe protéique incluant le facteur de
transcription BRASSINAZOLE-RESISTANT1 (BZR1), un composant de la voie de
signalisation des brassinostéroides (BR), inhibe I'expression de BRC1 (Xia et al., 2021). |l
s’avere que les protéines DELLA interagissent avec BZR1 et une expression ectopique de
RGA, sous le contrble du promoteur BZR1, réduit I'abondance et I'activité de BZR1 (Li et al.,
2012). Ainsi, les voies de signalisation des GA et des BR contrblent la prolifération cellulaire
et donc le développement des branches secondaires a I'aide du complexe BZR1-DELLA (Fig.
31B). En plus d’inhiber la prolifération cellulaire dans les branches secondaires, une autre
fonction de BRC1 serait de perturber I'organisation des cellules souches dans l'aisselle des
primordia foliaires, ce qui affecterait le potentiel méristématique de ces cellules (Aguilar-
Martinez et al., 2007).

3.7. Transition florale

Le cycle de la plante est divisé en deux parties, la phase végétative et la phase reproductive.
Apres la germination de la graine, pendant la phase végétative, le méristéeme apical caulinaire
assure la croissance en hauteur de la plante tout en produisant en permanence des organes
latéraux. Par la suite, pendant la phase reproductive, le méristéme apical caulinaire et les
méristémes axillaires se mettent a produire des fleurs. Le passage entre les deux phases se

référe a la transition florale. La transition florale est contrélée par de multiples facteurs
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Figure 32. Roéle de la voie de signalisation des GA sur la transition florale, au niveau
du méristéme apical caulinaire et des feuilles.

Les fleches noires ou les barres noires avec une téte indiquent un effet positif ou négatif,
respectivement, au niveau transcriptionnel ou dans la voie de signalisation. Les fleches
vertes ou les barres rouges avec une téte indiquent un effet positif ou négatif,
respectivement, au niveau protéique. Les protéines régulatrices de couleur rouge sont des
répresseurs de la transition florale alors que celles en bleu sont activatrices. Les génes de
l'identité florale du méristeme sont en vert et les pointillés bleus mettent en évidence le
transport de FT (FLOWERING LOCUS T) des feuilles vers le méristtme apical caulinaire.
Adapté de Bao et al., 2020.

72



extérieurs (température, photopériode, etc...), mais aussi, internes a la plante (parmi lesquels

I’age de la plante, la concentration en gibbérellines, ...) (Fig. 32) (Poethig, 2003).

Les GA ont un réle pivot dans la transition florale, avec la contribution importante d’un grand
nombre d’interconnexions entre diverses phytohormones, et les protéines DELLA participent
activement a ce processus développemental. Beaucoup de mutants nuls de la voie de
biosynthése ou de la voie de signalisation des GA présentent des altérations au niveau de la
floraison. Pour exemple, en jours courts, le mutant de biosynthése ga7-3 est incapable de
fleurir sans un traitement exogéne avec des GA bioactives. Il peut ainsi passer de la phase
végétative a la sénescence, sans avoir produit un seul bourgeon floral (Wilson et al., 1992).
Les GA jouent également un réle crucial dans l'induction florale en jours longs, un triple mutant
pour les récepteurs aux GA présente un sévere retard de floraison en comparaison a des

plantes contréles (Fig. 16) (Griffiths et al., 2007).

Une diminution de I'accumulation de miR156, accentuée en fonction de I'age de la plante,
engendre une augmentation de I'expression des génes SPL, comme décrit précédemment.
Les génes SPL vont alors promouvoir la transition florale en activant plusieurs régulateurs tels
que miR172, les génes MADS-box et LEAFY (LFY) (Wang et al.,, 2009; Wu et al., 2009;
Yamaguchi, 2008). Cependant, les DELLA peuvent interagir aux protéines SPL pour inhiber
I’activation transcriptionnelle des génes MADS-box et du miR172 et bloquer ainsi, I'induction
florale. Aussi, I'age de la plante et la voie de signalisation des GA, deux éléments régulant la
transition florale, sont intégrés au niveau de l'interaction SPL-DELLA. Plus récemment, il a été
mis en évidence que les GA pouvaient également favoriser I'expression des SPL, pour induire

la floraison (Porri et al., 2012).

Les protéines DELLA interagissent également avec d’autres protéines régulatrices (détaillé
dans la revue Bao et al., 2020), comme les facteurs de transcription WRKY, qui possédent un
domaine Zinc-Finger, pour moduler la transition florale au niveau du méristéme apical
caulinaire (Fig. 32). Aussi, une homéostasie relative des GA semble nécessaire pour induire
la floraison ; rendue possible par une régulation dynamique de I'expression de certains génes

de la voie de biosynthése ou par le transport de GA bioactives (Bao et al., 2020).
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Figure 33. Les familles de protéines a homéodomaine, chez les plantes.

A. Structure d’'un homéodomaine (HD) complexé a I'ADN ; ’homéodomaine est constitué
de 60 acides aminés, intégrés a 3 hélices alpha, afin de former cette structure. Adapté
de Dror et al., 2014.

B. Représentation schématique des différentes familles de protéines a homédomaine
chez les plantes et de leurs domaines caractéristiques. AD : domaine acide ; DM : motif
de dimérisation ; EAR : motif de répression amphiphile ; ELK : motif possédant 3 acides
aminés conservés Glu, Leu et Lys ; HD : homéodomaine ; LZ : glissiere a leucine ; M1
et M2 : domaine impliqués dans la conformation du domaine d’interaction Meinox ;
PHD : homéodomaine des plantes ; V : boite VSLTLGL ; WD : domaine WUS. Adapté
de Ariel et al., 2007.
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3.8. Autres aspects développementaux régulés par des interactions FT-DELLA

A ce jour, quelques dizaines de DIP ont été identifiés, néanmoins, ils ne peuvent pas expliquer
I’action pléiotropique de la voie de signalisation des GA, tout au long du développement de la
plante (Tableau S1, parties 1 et 2). Les mécanismes moléculaires impliqués, dans la mise en
place de l'architecture des parties aériennes, demeurent partiellement inconnus. Avec la
motivation d’identifier de nouveaux DIP, le laboratoire a réalisé un crible en double-hybride
chez la levure, a partir d’ADNc des apices caulinaires disséqués d’Arabidopsis, et en utilisant
la protéine DELLA-RGA comme proie. Au cours de ce crible, plusieurs DIP ont été identifiés,
dont TCP14 impliqué dans la prolifération cellulaire au niveau de la tige, comme décrit
précédemment (Daviére et al.,, 2014). La découverte des protéines FER-LIKE IRON
DEFICIENCY (FIT) et ses homologues, dont l'interaction avec les protéines DELLA régule
I'assimilation du fer par les racines, f(it également caractérisée, a I'issue de ce crible (Wild et
al., 2016). Lors du crible, le FT ZINC-FINGER HOMEODOMAIN (ZFHD) HB30 a été identifié
plusieurs fois et sa fonction biologique reste encore méconnue ; c’est en ce sens un candidat
d’intérét. Point important, aucune étude publiée a ce jour, ne mentionne une interaction HB30-

RGA ou, de maniére plus générale, une interaction ZFHD-DELLA.

4. Les facteurs de transcription a Zinc-finger Homeodomain (ZFHD)

4.1. Les facteurs de transcription a homéodomaine

Chez les plantes, environ 2000 facteurs de transcription (FT) sont regroupés dans plus de 50
familles en fonction de la nature de leurs domaines de liaison a I’'ADN (Bollier et al., 2022;
Lehti-Shiu et al., 2017). L’homéodomaine (HD) est le domaine de liaison a ’ADN le plus
répandu chez les plantes et les animaux ; chez Arabidopsis 5% des FT possédent un HD
(Mukherjee et al., 2009). Il est composé de 60 acides aminés, qui sont intégrés a 3 hélices
alpha, formant une structure capable de se lier a 'ADN (Fig. 33A) (Wolberger, 1996). La
premiere protéine a homéodomaine a été découverte chez Drosophila melanogaster en 1983,
codée par le géne ANTENNAPEDIA (Garber et al., 1983). Chez les plantes, le premier gene
codant pour une protéine a homéodomaine fat identifié en 1991, il s’agit de KNOTTED-1 (KN1)
chez le mais (Vollbrecht et al., 1991).

Dans le régne végétal, les génes a homéodomaine sont classés en 6 familles distinctes en

fonction de la taille des génes, de I'emplacement de la séquence codante pour I'HD au sein

du geéne, de la structure des génes, mais surtout, en fonction des autres domaines
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Figure 34. La famille des facteurs de transcription ZFHD.

A

Structure d’un domaine Zinc-Finger (ZF) de type C2H2. Le domaine ZF C2H2 se
compose de 2 résidus de cystéines (Cys) et de 2 résidus d’histidines (His) qui sont liés
a un ion de Zinc (Zn), auquel s’ajoute un feuillet beta antiparallele (en vert) et une
hélice alpha (en rouge). Adapté de Ganss et Jheon., 2004.

Arbre phylogénétique des 14 membres de la famille des facteurs de transcription ZFHD
chez Arabidopsis. Chaque géne est positionné au sein de la famille en fonction de sa
séquence d’ADN compléte. Les tests utilisés pour réaliser cet arbre phylogénétique
sont les composants MUSCLE (multiple sequence alignment with high accuracy and
high throughput), Gblock (Alignment curation), PhyML (tree building) et TreeDyn (iree
drawing), disponibles sur le site internet Phylogénie.fr. La longueur des branches,
conditionnée entre 0 et 1 est fonction du degré d’évolution des membres fils par rapport
a leur plus proche ancétre commun. La statistique en rouge représente le Bootstrap, la
parcimonie de la branche. Réalisé par le laboratoire d’accueil, cet arbre phylogénétique
corrobore celui réalisé par Hu et al., 2008b.
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caractéristiques que renferment ces genes (Fig. 33B). Ainsi, 'HD peut se combiner a un
domaine Leucine Zipper (HD-Zip), a un domaine Finger (PHD), a une boite homéotique
Wuschel (WOX), a une boite homéotique Knotted (KNOX), a un domaine Bell (BELL) ou
encore a un Zinc-finger (ZFHD) (Ariel et al., 2007). Ces domaines additionnels apportent
généralement une spécificité d’interaction a '’ADN ou permettent d’établir une interaction
protéine-protéine (Blrglin and Affolter, 2016). Chez les animaux, 300 genes ayant un HD sont

regroupés dans 11 familles distinctes (Holland et al., 2007).

Il convient de différencier les génes a homéodomaine et les génes homéotiques. Les génes
homéotiques jouent un rdle crucial dans la mise en place du plan d’organisation des différents
organes, chez un organisme. Un géne homéotique bien connu est ANTENNAPEDIA chez la
drosophile, mais le terme de ‘génes homéotiques’ s’utilise aussi chez les plantes, avec
notamment le modéle ABC, qui régit la structure des fleurs, pour citer un exemple. Ainsi, les
genes homéotiques, bien qu’ils possédent un homéodomaine, portent ce nom de par la
fonction essentielle qu’ils jouent lors du développement de I'organisme. Les génes ayant un

HD ne sont donc pas, pour la grande majorité, des génes homéotiques.

Les protéines DELLA peuvent interagir avec des FT a homéodomaine. Pour exemple, les
DELLA s’associent avec KNAT1, appartenant a la famille des génes KNOX, pour réguler la
différenciation des fibres du xyléme, un des composants de ce tissu vasculaire (Felipo-
Benavent et al., 2018).

4.2. |dentification de la famille multigénique ZFHD et généralités

Le crible réalisé par le laboratoire a permis I'identification d’'un nouveau DIP, le FT HB30,
appartenant a la famille des ZFHD ; famille dans laquelle 'HD est associé a un domaine Zinc-
finger (ZF). Le domaine ZF est composé d’un atome de zinc en son centre maintenu par des
cystéines (C) et/ou des histidines (H) qui sont fixés sur une hélice alpha, ainsi qu’un feuillet
béta (Fig. 34A) (Ganss and Jheon, 2004). Il existe différentes classes de ZF en fonction du
type et du nombre d’acides aminés qui maintiennent I'atome de zinc : C2H2, C2C2, C2HC,
C2C2C2C2, et C2HCC2C2 (Ciftci-Yilmaz and Mittler, 2008; Takatsuji, 1998). Le domaine ZF
se trouve trés souvent associé a un domaine de liaison a I’ADN, par exemple un HD,
permettant aux FT de se lier a 'ADN, a ’'ARN ou d’établir des interactions protéine-protéine.
Les FT possédant un ZF, ainsi qu’'un domaine de liaison a 'ADN sont, pour la plupart,

impliqués dans d’'importants processus biologiques tels que le développement des fleurs, la
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morphogénése lumiére-dépendante et la réponse aux pathogénes (Gamsjaeger et al., 2007;
Takatsuji, 1998).

Les FT appartenant a la famille des ZFHD sont donc composés d’un ZF, ainsi que d’un HD,
conférant sa capacité de liaison a ’ADN. Au niveau phylogénétique, les ZFHD se rencontrent
chez toutes les plantes terrestres, ou embryophytes, incluant les angiospermes, les
gymnospermes, les ptéridophytes et les bryophytes. Les premiers ZFHD décrits dans la
littérature ont été identifiés au nombre de 4 chez Flaveria trinervia, en 2001 (Windhével et al.,
2001). Cependant, aucun ZFHD n’a été identifié, par homologie de séquence, chez les
animaux, les champignons, les levures, les algues vertes ou les procaryotes (Hu et al., 2008b).
Fait intéressant, les ZFHD sont souvent évoqués comme étant plante-spécifiques, néanmoins,
plusieurs études soulignent le fait que le génome humain posséderait 14 génes ayant a la fois
des domaines HD et ZF, regroupés dans 5 familles distinctes. Cependant, les séquences de
ces genes sont trés différentes, de celles des ZFHD identifiés chez les plantes, car ces
domaines ZF et HD fréquemment répétés en tandem (Blirglin and Affolter, 2016; Holland et
al., 2007). Chez les plantes, il existe également des génes MINI ZINC FINGER (MIF) codant
pour des protéines qui partagent une séquence similaire avec le domaine ZF des ZFHD,
toutefois, dépourvus d’HD. Un grand nombre de ZFHD possédent deux motifs conservés entre
les domaines ZF et HD, il s’agit des motifs LALP et EDST ; leur fonction demeure inconnue a
ce jour (Hu et al., 2008b). Dans le régne végétal, la présence ou I'absence de ces deux motifs
a permis d’affiner la résolution des analyses phylogénétiques, pour finalement diviser les
ZFHD en 7 classes distinctes (récemment détaillé par Bollier et al., 2022; découvert par Hu et
al., 2008b).

Le nombre de genes ZFHD et MIF identifiés varie énormément selon les espéces, 13 génes
pour le blé (Abu-Romman, 2014), 15 génes pour le riz (Xu et al., 2014) et jusqu’a 54 génes
ZFHD chez le soja (Park et al., 2007). Le génome d’Arabidopsis thaliana code pour 14 ZFHD,
ainsi que 3 MIF. Une étude phylogénétique conduite au laboratoire, en comparant les
séquences en acides aminés des ZFHD, a permis d’établir un arbre phylogénétique pour cette
famille ; il corrobore celui établi par Hu et al., 2008b (Fig. 34B). Deux nomenclatures sont
couramment utilisées pour décrire cette famille multigénique de 14 membres, les termes ZHD
1 a 14 ou HB 21 a 34 sont employés. Pour simplifier la compréhension de notre étude, seul la
nomenclature HB21 a HB34 sera employée. Trois paires de ZFHD possédent des séquences
de taille similaire entre les domaines ZF et HD pouvant étre expliquées par une duplication du
génome : HB31-HB21, HB28-HB24 et HB34-HB23 (Hu et al., 2008b; Vision et al., 2000). Le
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ATHB21 ATHB22 ATHB23 ATHB24 ATHB25 ATHB26 ATHB27 ATHB28 ATHB29 ATHB30 ATHB31 ATHB32 ATHB33 ATHB34 AD

ATHB21 - +++ 4= - +++ - - - + - - - +~— - -
ATHB22 ++++ ++++ ++++ ++++ +++ - R ko o b ok o S o o ok S o - ++++ ++ -
ATHB23 ++ ++++ ++  +++ ++++ - - ++ + ++ 44+ - +++ += -
ATHB24 - +++ ++ - ++++ - - - +++ - +— - - - -
ATHB25 ++ +++ ++++ ++H++ + - +- +++ +++ +++ - +++ + -
ATHB26 - - - - - - - - - - - - - - -
ATHB27 - - +-— - +— - - - + - - - - - -
ATHB28 - ++++  + - +++ - - - ++ - + - - - -
ATHB29 +++ +++ ++++ ++++ ++++ +++ +++ +++ ++  +++ ++++ +++ FH+H+ A+
ATHB30 - +++ ++ +- +++ - - +- +++ +-— + - + - -
ATHB31 +-—  +++ + += 4+t - - ++ 4+ + + - ++ - -
ATHB32 - - - - +- - - - + - - - - - - -
ATHB33 +— ++++ ++++ - ++++ - - ++ ++++ ++ +++ - +- - -
ATHB34 - ++++ 4+ +—=  ++++ - - + +++ - +— - ++ - -
BD - - - - - - - - - - - - - - -

Figure 35. Analyse de la dimérisation des ZFHD.

Analyse de la dimérisation des ZFHD (hétérodimére et homodimére) en double-hybride
chez la levure. La force d’interaction est symbolisée de cette fagon : ++++ (trés forte), +++
(forte), ++ (modérée), + (faible) et +- (trés faible). AD : GAL4AD ; BD : GAL4BD. Adapté de
Tan and Irish et al., 2006.
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gene HB26 ne figure pas dans les bases de données transcriptomiques publiques, il s’agit
probablement d’un pseudo-géne (Tan and Irish, 2006). Les 14 génes ZFHD ne possedent pas
d’intron et codent pour des protéines ayant un domaine ZF de type C5H3 au niveau de
I'extrémité N-terminale, et un HD dans I'extrémité C-terminale (Fig. 38A). Les génes ZFHD

sont assez petits, leurs séquences codantes s’étendent entre 700 et 1000 paires de base.

Concernant la sous-famille des génes MIF, ils dérivent probablement d’un géne ZFHD dont la
séquence codante pour I'HD a subi une délétion au cours de I'évolution. En effet, les génes
MIF, apparus plus tardivement que les ZFHD, sont retrouvés uniquement chez les

angiospermes et les gymnospermes (Bollier et al., 2022; Hu et al., 2008b).

4.3. Dimérisation fonctionnelle et élément cis reconnu par les ZFHD

L’activité des FT a HD se régit par la formation d’hétérodiméres afin de modifier la sélectivité
de la liaison a I'’ADN, et ainsi, d’activer la transcription d’autres génes cibles. Pour exemple,
les protéines Aristaless-like4 (Alx4) et Goosecoid sont susceptibles de former des
homodimeéres, ainsi que des hétérodiméres ; et chaque type de dimére, capable de reconnaitre
une séquence d’ADN spécifique. Aussi, alors qu’un homodimeére Alx4 active la transcription,
’hétérodimere Alx4/Goosecoid réprime la transcription (Tucker and Wisdom, 1999).
L’hétérodimérisation assure donc une double fonction, contréler la sélectivité de la liaison a

I’ADN tout en activant ou inhibant la transcription de génes cibles.

De méme, les ZFHD, aptes a former des homodiméres comme des hétérodimeres,
interagissent entre eux via leur domaine ZF (Windhével et al., 2001). Les ZFHD dépourvus de
leur HD sont toujours capable de dimériser, 'HD aurait ainsi un réle secondaire dans la
dimérisation des ZFHD. L’'HD pourrait notamment jouer sur I'affinité des ZFHD qui vont
hétérodimériser, assurer la stabilité du dimére ou encore interagir avec d’autres co-facteurs
(Tan and lIrish, 2006). Une analyse en double-hybride chez la levure révéle que les forces
d’interactions ne sont pas identiques en fonction des diméres. Globalement, la force
d’interaction protéine-protéine augmente pour les hétérodiméres par rapport aux
homodimeres (Fig. 35). L’affinité entre les ZFHD lors de la formation d’hétérodimeres pourrait
étre un mécanisme de régulation de I'activité transcriptionnelle, si plusieurs ZFHD partagent
des patrons d’accumulation identiques ; ce point est abordé dans la partie suivante. Faits
intéressants, HB29 hétérodimérise avec I'ensemble des ZFHD, alors que HB26 reste

incapable d’hétérodimériser avec un seul des 13 membres, ni méme de former un
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Figure 36. Le facteur de transcription HB33 (ZFHD) se lie spécifiquement au

consensus ATTA.

A. Séquences nucléotidiques utilisées pour réaliser les expériences de retard sur gel
(EMSA). BM1 a 4 : versions mutées de la séquence B, la mutation est soulignée sur
chacune des séquences. Le consensus ATTA apparait en orange.

B. Expérience de retard sur gel en utilisant les sondes A et B radiomarquées. L’apparition
d’'un retard spécifique est symbolisé par une marque rouge. HB33 interagit
spécifiquement avec la séquence B.

C. Expérience de retard sur gel en utilisant les versions mutées des séquences. HB33
interagit spécifiquement avec les séquences BM1 et B, mais pas avec BM2, BM3 et
BM4. L’apparition d’'un retard spécifique est symbolisé par une marque rouge. Les
termes « luc » (oligonucléotide radiomarqué + protéine luciférase de contréle ajoutée
au lysat), « lysat » (oligonucléotide radiomarqué + lysat seul sans ajout de protéines) et
« sonde » (oligonucléotide radiomarqué + eau) désignent les différentes conditions
contrdles.

Adapté de Tan and Irish et al., 2006.
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homodimeére, confortant I'idée qu’il s’agisse probablement d’un pseudo-géne (Tan and Irish,
2006). Les MINI ZINC FINGER (MIF) ne possedent pas d’HD, mais ont un domaine ZF
pouvant dimériser avec les ZFHD. Il a été démontré que MIF1 et ses homologues interagissent

physiquement avec HB33 (Seo et al., 2011).

Une grande majorité des FT possédant un HD interagissent a '’ADN via des élément cis
contenant le motif NNATTA (Gehring et al., 1994). Des expériences de retard sur gel
démontrent que HB33 se lie a ’ADN via le motif ATTA (Fig. 36) (Tan and Irish, 2006). Une
autre étude, chez le soja, révele que le FT GmZF-HD1 s’associe spécifiquement a la séquence
AGTAATTAAANNNNNAATTA du géne GmCaM4, qui contient deux motifs ATTA (Park et al.,
2007). Chez Arabidopsis, HB25 reconnait spécifiguement un élément cis de 14 paires de base,
du géne EARLY RESPONSE TO DEHYDRATATION STRESS 1 (ERD1), dans laquelle se
trouve la séquence AAATTG, suggérant que le dernier nucléotide du motif ATTA n’est pas
indispensable pour une liaison ZFHD-ADN (Tran et al., 2006). Dans I'ensemble de ces études,
les ZFHD perdent la capacité de reconnaitre I'’élément cis du promoteur des genes cibles,

suite a une mutation dans le motif ATTA (Fig. 36C).

4.4. Fonctions biologiques des ZFHD

4.4.1. Patrons d’expression des ZFHD

Concernant les MIF, MIF1 et MIF3 sont fortement exprimés dans les racines et la tige et plus
faiblement exprimés dans les feuilles et les fleurs. MIF2 est fortement exprimé dans la tige, les
fleurs et les siliques, inversement, absent dans les racines, les feuilles ou les plantules (Fig.
37) (Hu and Ma, 2006). Le simple mutant hypomorphe mif1 ne présente aucune altération
phénotypique suggérant une redondance fonctionnelle entre MIF1 et MIF3. Cependant, une
surexpression de MIF1 conduit a un phénotype de nanisme avec une dominance apicale
réduite, une rosette plus compacte et des feuilles de couleur vert foncé. Aussi, les plantes qui
surexpriment MIF1 ont un retard de 3 mois sur la floraison, en comparaison a des plantes
controles, et elles sont stériles. Les défauts phénotypiques observés chez les plantes qui
surexpriment MIF1 sont trés certainement liés a des altérations dans les voies de réponses
hormonales et peuvent en partie étre expliqués par une inhibition de la division et de
I’élongation cellulaire (Hu and Ma, 2006). Une seconde étude indique qu’une surexpression
des génes MIF1 ou MIF3 induit la formation de méristémes caulinaires sur la marge foliaire et
les GA modulent ce processus, puisqu’un ajout exogéne de GA inhibe I'apparition de ces

méristémes (Hu et al., 2011). Les résultats d’'une récente étude viennent étayer ces
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MIF2

MIF3

APT1

Figure 37. Profils d’expression des génes MINI ZINC FINGER (MIF) chez Arabidopsis.
Analyse RT-PCR des génes MIF1, MIF2 et MIF3 dans différents organes ou a différents
stades de développement. APT1 est utilisé en tant que contréle et le nombre de cycles
réalisés pour chacune des réactions PCR est indiqué a droite de I'image. Adapté de Hu
and Ma., 2006.

APTT

(contréle)

Figure 38. Profils d’expression des génes ZFHD chez Arabidopsis.

A. Représentation schématique de la longueur des protéines ZFHD, ainsi que de la
position du domaine Zinc-Finger (ZF) et de ’'homéodomaine (HD).

B. Patrons d’expression des 14 ZFHD chez Arabidopsis obtenus par analyse RT-PCR.
APT1 est utilisé en tant que contréle et toutes les PCR ont été réalisées avec 28 cycles,
hormis HB26 pour lequel la PCR a été réalisée avec 38 cycles.

Adapté de Hu et al., 2008b.
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observations, MIF2 est engagé dans la régulation de la résiliation du méristeme floral (Bollier
et al., 2018). Les MIF pourraient ainsi favoriser la formation des méristemes en jouant sur
I’lhoméostasie ou la voie de signalisation des phytohormones. Il a été démontré que les MIF
interférent dans la régulation de plusieurs réponses hormonales, cependant a un niveau autre
que transcriptionnel ; un des mécanismes susceptible d’expliquer la fonction des MIF repose
sur leur capacité a dimériser avec les ZFHD (Hu and Ma, 2006; Hu et al., 2011). D’aprés une
récente étude, les MIF se lient également a I’ADN pour activer la transcription de génes cibles,

malgré I'absence d’HD (Han et al., 2017).

Les premiers ZFHD, identifiés au nombre de 4 chez Flaveria, sont exprimés essentiellement
au niveau des parties aériennes, alors qu'ils sont indétectables dans les racines (Windhdvel
et al, 2001). Chez Arabidopsis, 13 ZFHD sont principalement exprimés dans les
inflorescences ; le géne HB26 n’étant pas exprimés, puisqu’il s’agit d’'un pseudogéne. HB28
et HB33 semblent exclusifs des inflorescences, les autres ZFHD sont également exprimés
dans d’autres tissus, toutefois, a des niveaux plus faibles, comme dans les racines, les feuilles
de rosette ou la tige (Fig. 38) (Tan and Irish, 2006). Une autre étude montre que 8 ZFHD sont
fortement exprimés dans les inflorescences et une majorité d’entre eux, dans les jeunes
plantules ; suggérant qu’ils sont exprimés a la fois dans le méristeme apical caulinaire a I'état
végétatif et inflorescentiel. HB25, HB21, HB31, HB33 et HB28 étant les génes les plus
fortement exprimés dans les apices caulinaires (Hu et al.,, 2008b). Les données
transcriptomiques publiques viennent appuyer les profils d’expression observés a travers ces
différentes études. Aussi, I'interaction HB30-DELLA avait été identifié par le laboratoire dans
les inflorescences, soutenant I'idée que les ZFHD sont essentiellement exprimés dans les
apices caulinaires, ce qui suggere une probable redondance fonctionnelle chez cette famille
multigénique. Pour exemple, HB23, HB30 et HB34 sont trés proches au niveau phylogénétique
et comportent des profils d’expression similaires. Une approche génétique vient étayer cette
hypothése, des simples mutants nuls pour les génes HB22, HB23, HB25, HB29, HB31 HB32
et HB34 ne présentent aucune altération morphologique ou développementale (Tan and Irish,
2006).

4.4.2. Role des ZFHD dans le développement des plantes

Comme énoncé précédemment, les simples mutants zfhd ou mif ne présentent peu ou pas
d’altérations phénotypiques. A ce jour, la majorité des quelques études réalisées pour

déterminer les fonctions biologiques des ZFHD reposent sur des lignées qui surexpriment des
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Figure 39. Réle du dimére HB33-MIF1 dans le développement d’ Arabidopsis.

A.

Plantes 4gées de 5 semaines, a gauche une plante sauvage (écotype Col-0), puis une
plante qui surexprime MIF1, une plante qui surexprime HB33 et tout a droite une plante
obtenue par croisement des deux lignées surexpresseurs MIF1 et HB33. Dans les
lignées surexpresseurs, MIF1 et HB33 sont 200 fois et 60 fois plus exprimés que chez
une plante sauvage, respectivement.

Schéma représentant le double réle de MIF1. Au niveau cytoplasmique, MIF1 peut
inhiber la localisation nucléaire de HB33 en formant un hétérodimere. Au niveau
nucléaire, I’'hétérodimére MIF1-HB33 présente une capacité de liaison a ’ADN plus
faible qu’'un homodimére HB33 ; perturbant ainsi I'activité transcriptionnelle de HB33.

Adapté de Hong et al., 2011.
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ZFHD. Un point important est soulevé par Bollier et al., 2022, une expression ectopique d’un
ZFHD et sa forte accumulation peuvent notamment perturber I'affinité que les ZFHD pourraient
avoir, en condition normale, naturelle ou physiologique, lors de la formation de diméres avec
des cofacteurs. Ainsi, les phénotypes observés chez des lignées qui surexpriment un ZFHD
sont des pistes de recherche pour définir les fonctions biologiques précises des interactions

ZFHD-DELLA pour le développement des plantes.

Une surexpression de HB33 entraine une croissance accélérée notamment au niveau des
feuilles, alors plus larges et composées de cellules plus grandes (Seo et al.,, 2011) ;
I’architecture florale de ces plantes est aussi altérée (Fig. 39A) (Hong et al., 2011). Une étude
plus récente démontre qu’une surexpression de HB33 favorise la régénération des parties
aériennes en promouvant la réponse des cytokinines (Kim et al., 2019). Des expériences de
retard sur gel démontrent que MIF1 bloque la capacité de liaison a ’ADN de '’homodimeére
HB33, par compétition en formant des hétérodimeéres MIF1-HB33. Les MIF peuvent également
moduler le transport nucléo-cytoplasmique des ZFHD ; MIF1 empéchant I'accumulation de
HB33 dans les noyaux (Hong et al., 2011). Le phénotype des plantes qui surexpriment HB33
est restauré quand MIF1 est co-exprimé, de maniére constitutive, suggérant que MIF1 régule
négativement HB33 (Fig. 39A) (Hong et al., 2011). Ainsi, les MIF interagissent probablement
avec I'’ensemble des ZFHD pour moduler I'import nucléaire des ZFHD et inhiber leur liaison a
I’ADN (Fig. 39B) (Hong et al., 2011; Seo et al., 2011).

Les ZFHD semblent impliqués au niveau transcriptionnel dans la régulation des génes de la
voie de la biosynthése des GA (Bueso et al., 2014). La surexpression de HB25 entraine une
surexpression du gene GA30x2, codant pour une enzyme impliquée dans les derniéres étapes
de biosynthése des GA, ce qui conduit a une plus forte accumulation en GA bioactives. Les
plantules qui surexpriment HB25 ont un hypocotyle plus long (Fig. 40) ; de méme, les graines
produites par ces plantes sont plus grosses. Au niveau des inflorescences, les cellules du style
ont une taille plus grande chez les plantes qui surexpriment HB25. Fait intéressant, une lignée
anti-sens hb25, permettant de réduire I'expression de HB25, entraine une réduction de
I'expression de GA30x2, qui conduit a une réduction de I'’hypocotyle en comparaison avec des

plantes contréles (Fig. 40) (Bueso et al., 2014).
Une autre étude démontre I'implication des ZFHD dans I’élongation de I'hypocotyle. Le facteur

de transcription TANDEM ZINC-FINGER PLUS3 (TZP), intégrateur de la lumiére et de la

signalisation de la photopériode, joue un réle important dans la croissance chez Arabidopsis
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Figure 40. Réle de HB25 sur I’élongation de I’hypocotyle chez Arabidopsis.

A. Plantules agées de 7 jours (croissance en jour long). Les deux premiéres plantules a
gauche sont des lignées surexpresseurs HB25 (atbh25-1D et pUBQ10:ATHB25), puis
une plante sauvage (WT, écotype Col-0) et tout a droite un mutant antisens HB25.

B. Longueur de I'hypocotyle (en mm) chez des plantules agées de 7 jours pour les
différentes lignées décrites dans la partie A de cette figure. Les hypocotyles de 10
plantules ont été mesurés, pour chacune des lignées.

Adapté de Bueso et al., 2014.

Longueur de
I’lhypocotyle (en mm)
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(détaillé dans Perrella et al., 2018). Ce FT possede 2 domaines ZF et est capable de dimériser
avec HB23 (Perrella et al., 2018). Dans les plantules, les génes TZP et HB23 sont fortement
exprimés, notamment a I'apex de I'hypocotyle. Les mutants simples tzp ou hb23 présentent
un hypocotyle plus court que celui des plantes contréles. A linverse, les lignées qui
surexpriment TZP ou HB23 ont des hypocotyles allongés (Perrella et al., 2018). Le complexe
HB23-TZP permet ainsi, de réguler I'expression de genes impliqués dans I'élongation de

I’hypocotyle, dans un contexte lumiére-dépendant (Fig. 41).

L’expression des ZFHD semble étre sous le contrble des facteurs environnementaux. En
fonction des espéces et du type de stress (stress hydrique, stress salin ou un stress lié a la
température), I'expression des ZFHD peut étre réprimée ou favorisée (détaillé récemment
dans la revue Bollier et al., 2022). Pour exemple, I'expression du géne HB29 est induite en
réponse a un stress hydrique ou une forte salinité. HB29 interagit alors avec un cofacteur NAC
pour induire I'expression du gene EARLY RESPONSE TO DEHYDRATATION STRESS 1
(ERD1) ; ERD1 étant connu pour favoriser I'adaptation des plantes a un stress hydrique. Les
plantes qui surexpriment HB29 résistent mieux au stress hydrique (Tran et al., 2006). Lors
d’un stress hydrique, le géne HB33 est quant a lui réprimé, entrainant une répression de la
croissance racinaire et une inhibition de la germination (Okushima et al., 2005). Une seconde
étude exergue I'implication de HB33 dans la tolérance au stress hydrique (Fig. 41) (Wang et
al.,, 2011). D’apres une étude chez I'amarante, I'expression du gene MIF1 est favorisée en

réponse a un stress hydrique (Huerta-Ocampo et al., 2011).

Récemment, une analyse souligne que les génes ZFHD et MIF sont régulés par une multitude
de FT impliqués dans le développement des inflorescences ; suggérant qu’ils sont eux-mémes

impliqués dans ce processus développemental (Bollier et al., 2022).

L’ensemble des études réalisées a ce jour, sur les facteurs de transcription ZFHD (Fig. 41),
mettent en évidence que les ZFHD peuvent interagir entre eux, avec les MIF ou encore avec
des cofacteurs possédant un domaine ZF, dans le but de réguler I'expression d’un grand
nombre de génes cibles. La diversité des protéines pouvant interagir avec les ZFHD, leur
disponibilité, et I'affinité lors de la formation de diméres, sont autant de points qui peuvent
expliquer I'action pléiotropique des ZFHD, dans la régulation de divers processus, tout au long

du développement et plus spécifiquement dans les parties aériennes.
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Figure 41. Fonctions biologiques des ZFHD dans le développement, la croissance et
la réponse au stress hydrique chez Arabidopsis.

MIF : MINI ZINC FINGER ; ARF2 : Auxin-Response Factor 2 ; ERD1 : EARLY RESPONSE
TO DEHYDRATATION STRESS 1. Les facteurs de transcription ZFHD sont indiqués par la
couleur rouge. Adapté de Bollier et al., 2022.
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5. Objectifs de la these

La caractérisation de plusieurs dizaines de DIP a mis évidence que la voie de signalisation
des GA contréle divers processus développementaux tout au long de la croissance de la
plante. Cependant, si les GA exercent un réle important dans la mise en place de I'architecture
des parties aériennes des plantes, les mécanismes moléculaires mis en jeu demeurent
méconnus. Afin d’identifier de nouveaux DIP impliqués dans la forme des plantes, le
laboratoire a réalisé un crible en double hybride chez la levure en utilisant pour proie la protéine
DELLA RGA, et a identifié le facteur de transcription HB30. Ce facteur appartient a la famille
des ZINC-FINGER HOMEODOMAIN (ZFHD), une classe de facteurs de transcription trés peu
étudiée jusqu'a présent, mais qui semble étre impliquée dans diverses processus
développementaux tels que I'élongation de I’hypocotyle, I'architecture florale ou encore le
développement des parties aériennes (Bueso et al., 2014; Hong et al., 2011; Kim et al., 2019;
Seo et al., 2011). Malgré une forte expression dans presque tous les organes de la plante, la
fonction de HB30 n’est pas décrite dans la littérature. C’est dans ce contexte que nous avons
souhaité étudier le réle de linteraction HB30-RGA (et ZFHD-DELLA en général) au cours du
développement de la plante, avec un regard particulier sur le développement des parties
aériennes.

Etant donné que les ZFHD exercent vraisemblablement des activités redondantes, une
analyse combinatoire a été conduite en amont, basée sur la littérature, les données
transcriptomiques publiques et des résultats préliminaires ; le but étant de sélectionner les
candidats ZFHD les plus pertinents pour entreprendre une approche génétique. Puis dans un
deuxiéme temps, nous avons réalisé une analyse fonctionnelle des ZFHD, afin de définir le
rOle de l'interaction ZFHD-DELLA sur le développement de la plante.

Mes travaux de thése sont subdivisés en 5 grandes parties :

—

Caractérisation de l'interaction entre les DELLA et les ZFHD
Effet des DELLA sur I'activité transcriptionnelle des ZFHD
Analyse de I'expression des ZFHD

Etude morphologique des mutants zfhd chez Arabidopsis thaliana

o 0D

Réle des interactions DELLA-ZFHD sur le développement des plantes
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Figure 42. HB30 interagit avec les protéines DELLA GAIl, RGA, RGL1, RGL2 et RGL3
en systéme hétérologue chez la levure.

Résultats d’interactions en double-hybride chez la levure. Le FT HB30 est testé par paires
avec les 5 protéines DELLA d’Arabidopsis : GAl, RGA, RGL1, RGL2 ou RGL3. Les levures
transformées sont cultivées sur milieu contréle sans leucine et tryptophane (SD-LW) et sur
milieu sélectif sans leucine, tryptophane, adénine et histidine (SD-LWAH). Une croissance
sur milieu sélectif ttmoigne d’une interaction entre les deux protéines. Les vecteurs vides
pGBKT7 et pGADT7 ont été inclus comme contrble négatif. Les photos des levures ont été
prises aprés 5 jours de culture a 30°C. AD : domaine activateur ; BD : domaine de liaison a
I’ADN.

AD-HB21 AD-HB26 AD-HB27 AD-HB28
SD-LW SD-LWAH SD-LW SD-LWAH SD-LW SD-LWAH LW SD-LWAH
BD-M5GAI nu BD-M5GAI u D BD-M5GAI n u BD-M5GAI n n
BD-M5RGA nn BD-M5RGA n U BD-M5RGA n n BD-M5RGA u
pGBKT7 u - pGBKT7 u . pGBKT7 n - pGBKT7 n .
AD-HB30 AD-HB32 AD-HB34 pGADT7
SD-LW SD-LWAH SD-LW SD-LWAH SD-LW SD-LWAH SDLW SD-LWAH
BD-M5GAI nn BD-M5GAI n u BD-M5GAI u u BD-M5GAI n -
BD-M5RGA nn BD-M5RGA n u BD-M5RGA n n BD-M5RGA u .
pGBKT7 u . pGBKT7 n - pGBKT7 n .

Figure 43. Interactions entre les FT ZFHD et les protéines DELLA GAI et RGA en
systéme hétérologue, chez la levure.

Résultats d’interactions en double-hybride chez la levure. Les 14 facteurs de transcription
de HB21 a HB34 sont testés par paires avec les deux protéines DELLA : GAIl et RGA.
Seules les paires ZFHD-DELLA pour lesquelles une interaction a été observée sur milieu
sélectif sont représentées dans cette figure. Les levures transformées sont cultivées sur
milieu contrdle sans leucine et tryptophane (SD-LW) et sur milieu sélectif sans leucine,
tryptophane, adénine et histidine (SD-LWAH). Les vecteurs vides pGBKT7 et pGADT7 ont
été inclus comme contrOle négatif. Les photos des levures ont été prises aprés 5 jours de
culture a 30°C. AD : domaine activateur ; BD : domaine de liaison a ’ADN.
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Chapitre 1 : Caractérisation de I'interaction entre les protéines DELLA et les facteurs
de transcription ZFHD

1. Introduction du chapitre 1

Dans le but d’identifier de nouveaux facteurs interagissant aux DELLA (DIP), impliqués dans
le développement des parties aériennes des plantes, le laboratoire a réalisé un crible en
double hybride chez la levure, en utilisant la protéine RGA comme proie. Le crible a été réalisé
sur une collection d’ADNc issus d’apices caulinaires disséqués d’Arabidopsis. Ce crible a
permis d’isoler plusieurs DIP, dont les TCP (Daviére et al., 2014) et HB30 (identifié 3 fois). Le
FT HB30 pourrait ainsi étre un nouveau DIP impliqué dans le développement des
inflorescences, ou des parties aériennes, chez Arabidopsis. La caractérisation précise de
I'interaction HB30-RGA, et plus généralement des interactions ZFHD-DELLA, est une
premiére étape indispensable pour que nous puissions étudier par la suite I'implication de la

voie de signalisation des GA, dans ces processus développementaux.

Point important, HB30 fait partie de la famille des Zinc-Finger Homeodomain (ZFHD), une
famille qui est composée de 14 membres (Fig. 34B) (HB21 a HB34). Aussi, la protéine DELLA
RGA utilisée en tant que proie, appartient a une famille de 5 membres (GAIl, RGA, RGL1,
RGL2 et RGL3). Il est donc important de déterminer les différents membres, chez ces deux
familles, pouvant étre impliqués dans des interactions ZFHD-DELLA. En parallele, pour
appréhender le réle des interactions ZFHD-DELLA sur le développement des plantes,

linteraction ZFHD-DELLA doit étre confirmée in planta.

Ensuite, une cartographie fine pour chacun des partenaires a été réalisée, pour identifier les
domaines impliqués dans les interactions ZFHD-DELLA. Il s’agit d’'un préalable indispensable,

afin de définir I'effet présumable des DELLA, sur l'activité transcriptionnelle des ZFHD.

Enfin, ’lhomodimérisation et I'hétérodimérisation sont des éléments importants chez certains
facteurs de transcription, leviers de modulation de leur activité transcriptionnelle. Bien que la
dimérisation des ZFHD soit déja caractérisée, en systeme hétérologue chez la levure (Fig. 35)
(Tan and Irish, 2006), I'analyse de ce mécanisme in planta reste préférable. Pour finir, jai

étudié I'impact des protéines DELLA sur la dimérisation des ZFHD.
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Figure 44. Extraction protéique des levures co-transformées et analyse par Western
Blot de I'accumulation des ZFHD.

L’accumulation des ZFHD (fusionnés au tag HA pour le plasmide pGADT7) et des
protéines DELLA (fusionnées au tag MYC pour le plasmide pGBKT7) est observée par
analyse Western Blot, aprés extraction des protéines totales des levures co-transformées,
utilisées dans le cadre des analyses en double-hybride (Figure S1). La fleche orange
indique la présence d’une bande spécifique a la protéine d’intérét recherchée. C : contrble
négatif. Poids moléculaires attendus (tag HA de 1,1 kDa inclus) : HB21 : 36 kDa ; HB26 :
26 kDa ; HB27 : 29 kDa ; HB30 : 30 kDa.
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Figure 45. Arbre phylogénétique des 14 membres de la famille des facteurs de
transcription ZFHD chez Arabidopsis.

Les ZFHD interagissant avec les protéines DELLA GAIl et RGA, en systéme hétérologue
chez la levure, sont entourés en rouge. Chaque géne est positionné au sein de la famille
en fonction de sa séquence d’ADN compléte. Les tests utilisés pour réaliser cet arbre
phylogénétique sont les composants MUSCLE (multiple sequence alignment with high
accuracy and high throughput), Gblock (Alignment curation), PhyML (tree building) et
TreeDyn (tree drawing), disponibles sur le site internet Phylogénie.fr. La longueur des
branches, conditionnée entre 0 et 1 est fonction du degré d’évolution des membres fils par
rapport a leur plus proche ancétre commun. La statistique en rouge représente le
Bootstrap, la parcimonie de la branche. Réalisé par le laboratoire d’accueil, cet arbre
phylogénétique corrobore celui réalisé par Hu et al., 2008b.
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2. Interactions ZFHD-DELLA en systéme hétérologue chez la levure

Avant le début de ma thése, le laboratoire avait initié des expériences en double-hybride chez
la levure pour tester l'interaction entre HB30 et les 5 protéines DELLA d’Arabidopsis. Pour
contourner de possibles auto-activations des DELLA en systéme hétérologue chez la levure
(de Lucas et al., 2008), des versions tronquées des génes codant pour les DELLA, délétées
de leur domaine N-terminal (Fig. 18), ont été utilisées pour toutes les expériences en double-
hybride (versions appelées M5GAI, M5RGA, M5RGL1, M5RGL2 et M5RGL3). Le géne codant
pour HB30 a été cloné puis intégré par recombinaison dans le plasmide pGADT7, et les
séquences codantes pour les DELLA tronquées ont été intégrées dans le plasmide pGBKT7.
Aprés co-transformation des levures avec les deux vecteurs (comprenant un ZFHD et une
DELLA), les levures ont été cultivées sur le milieu sélectif (SD-LWAH), afin d’identifier les
éventuelles interactions ZFHD-DELLA. Cette étude a révélé que toutes les levures co-
transformées avec HB30 et chacune des 5 DELLA se développaient sur milieu sélectif,
indiquant que HB30 est capable d’interagir avec les 5 protéines DELLA d’Arabidopsis (Fig.
42).

Pour compléter cette analyse, j’ai ensuite testé les interactions entre les 14 membres de la
famille des ZFHD et les protéines DELLA GAIl et RGA, qui exercent un réle crucial pour la
croissance de la plante tout au long de son développement (Dill and Sun, 2001; King et al.,
2001). J’ai entrepris le clonage de I'ensemble des constructions et différentes combinaisons
ont été testées. Cette analyse a révélé qu’en plus de HB30, GAI et RGA étaient capables
d’interagir avec HB21, HB26, HB27, HB28, HB32 et HB34. Il est important de noter, que pour
certaines combinaisons, l'interaction semble étre plus forte avec GAl qu’avec RGA (Fig. 43).

Pour toutes les autres combinaisons, aucune interaction n’a été observée sur milieu sélectif.

Dans le but de valider les interactions ZFHD-DELLA observées, il est important de vérifier le
niveau d’accumulation de chaque protéine dans les levures co-transformées. Les protéines
ZFHD et DELLA étant respectivement fusionnées a une étiquette HA ou MYC (étiquettes
présentes dans les plasmides pGADT7 et pGBKT7, respectivement), nous avons vérifié le
niveau d’accumulation de chaque protéine par Western Blot (WB). De maniere générale, nous
avons observé une étroite corrélation entre le niveau d’accumulation des protéines ZFHD en
levures et la force d’interaction entre ces facteurs et les protéines DELLA. Par exemple, HB26,
HB27 et HB30, qui sont fortement accumulées en levures ; interagissent fortement avec GAI
et RGA (Fig. 44 et Fig. S1). Fait notable, une corrélation s’établie entre I'absence

d’accumulation des protéines ZFHD dans les levures co-transformées, pour lesquelles aucune
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Figure 46. HB30 interagit avec la protéine

DELLA RGA in planta, en systéme
@GFP transitoire.
A. Les protéines HB30-RFP et GFP-RGA ont

Coomassie
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—— —— —

été exprimées de maniére transitoire, 48
heures avant I’expérience, chez Nicotiana
benthamiana. L'utilisation de la technique
FRET-FLIM a permis de mesurer le temps
de demi-vie de la GFP (en ns) dans
minimum 50 noyaux pour chaque
condition (n>50). Le FRET entre deux
conditions est exprimé en pourcentage ;
un FRET>7% témoigne d’une interaction
protéine-protéine. L’analyse statistique a
été réalisée a l'aide d’un test de Kruskal-
Wallis, p < 0,05.

Immuno-détection des protéines HB30-RFP (anticorps anti-RFP) et GFP-RGA
(anticorps anti-GFP), par Western Blot, dans les extraits totaux protéiques issus des
plants de Nicotiana benthamiana utilisée pour I'expérience de FRET-FLIM (Fig. 46A).
La quantité totale de protéines déposées dans chaque puits est mis en évidence par

une coloration au bleu de Coomassie.
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interaction ZFHD-DELLA n’a été observée par double hybride. Ces problémes d’accumulation
rencontrés pour certains ZFHD sont vraisemblablement associés au niveau d’expression du
plasmide dans les levures co-transformées, qui peut étre trop faible, ou au contraire trop fort,
et pourrait conduire a une forme de toxicité pour les levures. En conclusion, les protéines
DELLA interagissent avec tous les ZFHD qui montrent une expression en levure. Méme si
nous n’avons pas pu le confirmer, il est fort probable que les DELLA interagissent avec
’ensemble des membres de la famille des ZFHD. En effet, en se basant sur I'analyse
phylogénétique des ZFHD réalisé (Fig. 45), nous pouvons observer que les DELLA sont
capables d’interagir en levure avec des ZFHD appartenant a différents embranchements. De
maniére similaire, il serait surprenant que les protéines GAIl et RGA puissent interagir avec
HB30 et HB34, mais pas avec HB23, qui partage une séquence nucléotidique trés proche et

qui appartient au méme embranchement (Fig. 43).

3. Interactions ZFHD-DELLA in planta en expression transitoire

Pour confirmer les interactions ZFHD-DELLA in planta, nous avons réalisé des expériences
de FRET-FLIM par expression transitoire des protéines d’intéréts chez Nicotiana
benthamiana. Le principe du FRET s’appuie sur un transfert d’énergie entre une protéine
fluorescente ‘donneur’ (GFP) a une protéine fluorescente ‘accepteur’ (RFP), si les deux
protéines fluorescentes sont suffisamment proches (distance inférieure a 10nm). La valeur du
FRET peut étre calculée et doit étre supérieure a 7% pour valider une interaction protéine-
protéine. Pour réaliser ces expériences, j'ai entrepris le clonage de plusieurs constructions
pour exprimer différents ZFHD sous le contréle d’un promoteur constitutif : p35S:HB30-RFP,
p35S:HB25-RFP et p35S:HB29-RFP. Ces constructions ont été exprimées seules ou en
combinaison avec la construction p35S:GFP-RGA. Comme attendu, par microscopie
confocale, nous avons observé dans un premier temps que les protéines HB30-RFP, HB25-
RFP et HB29-RFP co-localisent avec la protéine GFP-RGA, dans le noyau des cellules
(excepté dans le nucléole) (Fig. 47). Par FLIM-FRET, nous avons ensuite validé l'interaction
entre HB30 et RGA (FRET compris entre 9 et 10%) (Fig. 46A et Fig. S2). A titre de contréle,
nous avons vérifié par Western Blot, que I'ensemble des protéines soit bien accumulé dans

les feuilles des plantes agro-infiltrées (Fig. 46B).
Précédemment, nous n’avions pas pu confirmer en levure, si RGA était capable d’interagir

avec l'ensemble des ZFHD. Pour répondre a cette question, nous avons sélectionné deux

ZFHD (HB25 et HB29) qui pour lesquels nous n’avions pas observé d’interaction avec les
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Figure 47. HB25 interagit avec la protéine DELLA RGA in planta, en systéme
transitoire.
Les protéines GFP-RGA, en combinaison avec HB25-RFP ou HB29-RFP, ont été
exprimées de maniere ftransitoire, 48 heures avant I'expérience, chez Nicotiana
benthamiana. L'utilisation de la technique FRET-FLIM a permis de mesurer le temps de
demi-vie de la GFP (en ns) dans minimum 50 noyaux pour chaque condition (n>50). Le
FRET entre deux conditions est exprimé en pourcentage ; un FRET>7% témoigne d’une
interaction protéine-protéine. L’'analyse statistique a été réalisée a laide d'un test de
Kruskal-Wallis (Fig. 47A) ou a laide d'un test Anova a deux facteurs suivi d’'une
comparaison de Tukey (Fig. 47B), p < 0,05.
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DELLA (probablement li¢ a un probléeme d’expression en levure). Les expériences de FLIM-
FRET montrent que HB25 interagit fortement avec RGA (avec un FRET de 23,3%), mais de
maniére surprenante, nous n’avons pas observé d’interaction entre HB29 et RGA (FRET
inférieur a 5%) (Fig. 47A et B). A ce stade de I'étude, nous ne pouvons donc toujours pas
confirmer si les DELLA interagissent avec les 14 ZFHD, méme si c’est fort probable de par
leur similarité de séquence. Des analyses complémentaires avec d’autres ZFHD seront

nécessaires pour affirmer cette conclusion.

Avant que je débute ma thése et que j'initie le clonage de lignées transgéniques stables, le
laboratoire avait également testé l'interaction HB30-RGA par co-immunoprécipitation, une
approche complémentaire au FRET-FLIM. Pour cette analyse, des feuilles de Nicotiana
benthamiana ont été agro-infilirées avec les constructions p35S:RFP-HB30 et p35S:GFP-
RGA seules ou en combinaison. Apres expression, les protéines totales ont été extraites et la
protéine GFP-RGA a été immunoprécipitée au moyen d’un anticorps anti-GFP. Dans un
deuxieme temps, au moyen d’un anticorps anti-RFP, le laboratoire a analysé si la protéine
RFP-HB30 est co-immunoprécipitée avec la protéine GFP-RGA. Les résultats illustrés en
Figure S3A montrent que I'immunoprécipitation de GFP-RGA conduit bien a une co-
immunoprécipitation de la protéine RFP-HB30. Comme par FLIM-FRET, cette approche
complémentaire confirme une interaction entre HB30 et RGA in planta, en expression

transitoire chez Nicotiana benthamiana.

4. Interaction HB30-RGA in planta chez Arabidopsis thaliana

Bien que nous ayons pu démontrer que certains ZFHD interagissent avec les protéines DELLA
a l'aide de plusieurs techniques, nous avons souhaité, pour la suite de notre étude, confirmer
ces interactions chez Arabidopsis thaliana. Au début de ma thése, le laboratoire avait déja en
sa possession des lignées stables d’Arabidopsis, comprenant les constructions pRGA:GFP-
RGA et p35S:RFP-HB30 (lignées #4 et #8), que nous avons pu utiliser pour réaliser d’autres
expériences de co-immunoprécipitation. Tout comme chez Nicotiana benthamiana, nous
avons démontré que Ilimmunoprécipitation de GFP-RGA conduit a une co-
immunoprécipitation de la protéine RFP-HB30 (Fig. S3B) ; mettant en évidence une interaction
HB30-RGA chez Arabidopsis.

Cependant, chez ces lignées, le géne codant pour la protéine RFP-HB30 est exprimé de

maniére constitutive, sous le contrdle du promoteur 35S. La protéine RFP-HB30 peut ainsi
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Figure 48. HB30 interagit avec la protéine DELLA RGA, chez Arabidopsis.

Résultats de la co-immunoprécipitation réalisée a partir des extraits totaux de protéines
(Input) issus de deux lignées stables d’Arabidopsis thaliana indépendantes (plantules
agées de 10 jours) ayant été transformées avec la construction pHB30:HB30-GFP (lignées
#1.4 et #1.7). Les extraits totaux de protéines ont été immunoprécipitées avec un anticorps
anti-GFP. Les protéines co-immunoprécipitées sont détectées par un anticorps anti-RGA.
La quantité totale de protéines déposées dans chaque puit (Input) est mis en évidence par
une coloration au bleu de Coomassie.
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étre fortement accumulée dans des territoires ou la protéine HB30 endogéne n’est pas
forcément présente, pouvant conduire a une interprétation erronée des résultats. Pour lever
ce doute, j’ai cloné le géne HB30 en aval de son propre promoteur, fusionné a la protéine
fluorescente GFP (pHB30:HB30-GFP). Des lignées transgéniques stables ont été obtenues
(lignées #1.4 et #1.7) et I'interaction entre la protéine HB30-GFP et la protéine RGA endogéne
a été testée par co-immunoprécipitation. Comme précédemment, nous avons pu de nouveau

confirmer l'interaction entre ces deux protéines (Fig. 48).

Pris dans leur ensemble, les résultats obtenus a l'aide de ces différentes approches

démontrent que les protéines DELLA interagissent avec plusieurs ZFHD chez Arabidopsis.

5. Domaines engagés dans l'interaction ZFHD-DELLA

Dans le but de cartographier les domaines engagés dans le contact entre les ZFHD et les
DELLA, nous avons utilisé des versions tronquées ou délétées pour ces protéines. Concernant
les ZFHD, j’ai 6té spécifiquement, par des étapes de sous-clonage, les séquences codant pour
les motifs Zinc-Finger (ZF) ou 'homéodomaine (HD) ; nommé respectivement AZF et AHD
(Fig. 49A). Le clonage de versions délétées a été entrepris pour les génes HB30 et HB34, qui
sont des cibles d’intéréts et pour lesquels une interaction avec les protéines DELLA a été
observée en double-hybride chez la levure (Fig. 43). Plusieurs expériences indépendantes
d’interactions en double-hybride ont mis en évidence un contact entre les protéines DELLA et
les versions AZF, a la fois pour HB30 et HB34 (Fig. 49B et Fig. S4). Les versions délétées
AZF, tout comme les protéines ZFHD complétes (Fig. 43), interagissent plus fortement avec
GAl, qu’avec RGA. Aucune interaction n’a été observée entre les protéines DELLA et les
versions délétées, sans homéodomaine (AHD), pour HB30 et HB34. Ces résultats suggerent
que les ZFHD interagissent aux protéines DELLA via leur homéodomaine et que ce domaine

semble essentiel a l'interaction.

Pour les protéines DELLA, le laboratoire avait déja en sa possession diverses versions
tronquées de RGA. Plusieurs motifs (DELLA, VHYNP, LHR1 et 2, VHIID, PFYRE et SAW) de
la protéine RGA sont délétés, ou non, selon les différents fragments (Fig. 50A). Des tests
d’interaction en double-hybride ont mis en évidence que la force d’interaction entre la protéine
M5-RGA et HB30 est identique a celle observée entre le fragment FIRGA et HB30 (Fig. 50B
et Fig. S5). Il semblerait que les interactions entre les fragments ReligRGA et del2RGA avec

HB30 soient plus faibles. Il est important de noter que les protéines tronquées ont
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Figure 49. L’homéodomaine des ZFHD est engagé dans [linteraction avec les

protéines DELLA.

A. Représentation schématique d’'un ZFHD, et des versions tronquées AHD et AZF,
utilisées pour cartographier les domaines engagés dans l'interaction ZFHD-DELLA. HD
: homéodomaine ; ZF : Zinc-Finger.

B. Combinaison des résultats de plusieurs tests d’interaction en double-hybride chez la
levure (Fig. S4). Les FT HB30 et HB34, ainsi que leurs versions tronquées AHD et
AZF, sont testés par paires avec les protéines DELLA GAIl et RGA. Les levures
transformées sont cultivées sur milieu contréle sans leucine et tryptophane (SD-LW) et
sur milieu sélectif sans leucine, tryptophane, adénine et histidine (SD-LWAH). Une
croissance sur milieu sélectif témoigne d’une interaction entre les deux protéines. Les
vecteurs vides pGBKT7 et pGADT7 ont été inclus comme contr6le négatif. Les photos
des levures ont été prises apres 5 jours de culture a 30°C.
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vraisemblablement une structure tridimensionnelle différente de la protéine native ; d’autres
motifs peuvent ainsi étre exposés, pouvant conduire a des interactions non spécifiques.
Cependant, lorsque que le motif LHR1 (Leucine Heptad Repeat 1) est tronqué, chez le
fragment del1RGA, l'interaction avec HB30 est totalement perdue. Ces résultats révélent que
le motif LHR1 de la protéine RGA est impliqué dans le contact avec HB30. Cependant, nous
ne pouvons pas exclure que d’autres motifs, présents chez les protéines DELLA, puissent
stabiliser I'interaction ZFHD-DELLA. Le motif LHR1 est connu pour étre impliqué dans les
interactions entre les protéines DELLA et un grand nombre de DIP (DELLA-interacting

proteins) ; corroborant ainsi nos résultats (Van De Velde et al., 2017).

En conclusion, Les protéines DELLA interagissent avec I'homéodomaine des ZFHD,
suggérant que les DELLA affecteraient la capacité de liaison a ’ADN des ZFHD et non leur

dimérisation (qui implique le motif ZF).

6. Dimérisation des ZFHD in planta et impact des protéines DELLA sur la formation des
diméres

Des travaux antérieurs ont montré que les ZFHD forment des homodiméres, ou des
hétérodimeres, afin de moduler leur sélectivité a ’ADN et activer la transcription de génes
cibles (Tan and Irish, 2006; Windhoével et al., 2001). Aprés avoir validé l'interaction entre les
ZFHD et les DELLA, nous avons étudié ’homodimérisation et I'hétérodimérisation des ZFHD
in planta. En paralléle, nous avons jugé pertinent de tester I'impact des DELLA sur la stabilité
ou la formation des diméres ZFHD. Pour ce faire, plusieurs interactions ont été testées par
FRET-FLIM en exprimant différentes constructions de maniere transitoire chez Nicotiana

benthamiana.

Lors d’'une premiere expérience, la construction p355:HB30-GFP a été agro-infiltrée seule ou
en combinaison avec p35S:HB30-RFP ; et un FRET de 19,8% a été mesuré confirmant
’lhomodimérisation de HB30 in planta (Fig. 51A et Fig. S6A). Dans cette méme expérience,
une troisieme condition a été testée ou les deux constructions HB30-GFP et HB30-RFP ont
été co-exprimées avec la construction p35S:RGA. En présence de RGA, 'homodimérisation
de HB30 ne semble pas étre altérée puisque le FRET entre les deux protéines fluorescentes
reste stable autour de 20% (Fig. 51A et Fig. S6A).

De maniére similaire, nous avons testé I'effet de RGA sur I’hétérodimérisation des ZFHD. Pour

cet essai, la construction p35S:HB30-GFP a été agro-infiltrée seule ou en combinaison avec
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Domaine DELLA Domaine GRAS
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B AD-HB30 Figure 50. Le motif LHR1 des protéines DELLA est
SD-LW SD-LWAH €©ngagé dans l'interaction avec les ZFHD.
A. Représentation schématique de la protéine RGA et des
BD-M5RGAn n différents fragments testés en double-hybride. Les
motifs conservés, pour chacun des fragments, sont
BD-del{RGA . indiqués.
B. Le FT HB30 est testé par paires avec les différents
BD-del2RGA fragments. d,e la protelnt.a.RGA. LesAIevures transfqrmees
sont cultivées sur milieu contr6le sans leucine et
tryptophane (SD-LW) et sur milieu sélectif sans leucine,
BD-F1RGAu n tryptophane, adénine et histidine (SD-LWAH). Une
croissance sur milieu sélectif ttmoigne d’une interaction
BD-ReligRGA n u entre les deux protéines. Les vecteurs vides pGBKT7 et
pGADT7 ont été inclus comme contrOle négatif. Les
pGBKT7 n . photos \des levures ont été prises aprés 5 jours de
culture a 30°C.
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p35S:RFP-HB34. Comme attendu, nous avons confirmé que HB30 et HB34 interagissent in
planta avec un FRET de 8% (Fig. 51B et Fig. S6B). Comme précédemment, en présence de
RGA, I'hétérodimérisation de HB30 et HB34 ne semble pas étre altérée, puisque le FRET

entre les deux protéines fluorescentes reste supérieur a 8% (Fig. 51B et Fig. S6B).

7. Discussion du chapitre 1

En conclusion, nous avons validé I'interaction ZFHD-DELLA en systéme hétérologue chez la
levure avec HB3O0, puis avec différents membres de la famille ZFHD. Une interaction in planta
a été confirmée par la suite, en systéme transitoire avec des expériences de FRET-FLIM, ou
par co-immunoprécipitation en utilisant des lignées transgéniques stables d’Arabidopsis
thaliana. Nous avons mis en évidence les domaines d’interactions des deux protéines
partenaires, ’'homéodomaine des ZFHD entre en contact principalement avec le motif LHR1
du fragment F1IRGA (ou ReligRGA et del2RGA, avec une interaction plus faible). Il est notoire
que les homéodomaines permettent une liaison du FT a ’ADN au niveau des promoteurs des
genes cibles, il est alors possible d’évoquer un potentiel mécanisme de séquestration de la
part des DELLA sur les ZFHD, qui ne seraient alors plus capables de se lier aux éléments cis
d’'un promoteur cible. Une majorité des interactions DELLA-DIP décrites a ce jour, font 'objet
d’un mécanisme de séquestration. Par ailleurs, si les DELLA peuvent séquestrer les ZFHD, il
a été montré par FRET-FLIM que leur présence n’altére pas la dimérisation des ZFHD via
leurs domaines Zinc-Finger. Dans la littérature, les dimérisations décrites pour les ZFHD ont
été observées en double-hybride chez la levure (Tan and Irish, 2006; Windhdvel et al., 2001),
nous affirmons par cette étude que les ZFHD peuvent homodimériser et hétérodimériser in
planta. Le fait d’avoir validé une homodimérisation des ZFHD est une information essentielle
pour la réalisation d’'une approche par retard sur gel (EMSA), que je détaillerai dans le chapitre

2 des résultats de cette étude.

Chapitre 2 : Effet des DELLA sur I'activité transcriptionnelle des ZFHD

1. Introduction du chapitre 2

Il est admis que la fonction biologique des DELLA réside dans leur capacité a interagir avec
différentes classes de protéines régulatrices dans le but de controler I'expression d’une
multitude de génes cibles. Deux mécanismes moléculaires principaux, la séquestration et la
transactivation, ont été identifiés et permettent d’expliquer comment les répresseurs

nucléaires DELLA contrélent le développement et la croissance des plantes (décrit dans la
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Figure 51. Dimérisation des ZFHD in planta et impact des protéines DELLA.

Les protéines HB30-GFP, HB30-RFP, RFP-HB34 et RGA ont été exprimées de maniere
transitoire, 48 heures avant I'expérience, chez Nicotiana benthamiana. L’utilisation de la
technique FRET-FLIM a permis de mesurer le temps de demi-vie de la GFP (en ns) dans
minimum 50 noyaux pour chaque condition (n>50). Le FRET entre deux conditions est
exprimé en pourcentage ; un FRET>7% témoigne d’une interaction protéine-protéine.
L’analyse statistique a été réalisée a 'aide d’un test de Kruskal-Wallis, p < 0,05.
L'immuno-détection des protéines HB30-GFP (anticorps anti-GFP), HB30-RFP (anticorps
anti-RFP), RFP-HB34 (anticorps anti-RFP) et RGA (anticorps RGA), par Western Blot,
dans les extraits totaux protéiques issus des plants de Nicotiana benthamiana utilisés pour
I’'expérience de FRET-FILM est présentée a droite. La quantité totale de protéines
déposées dans chaque puits est mis en évidence par une coloration au bleu de
Coomassie.

108




partie 2.5 de lintroduction). Dans le chapitre précédent, jai démontré que les DELLA
interagissaient avec une nouvelle classe de FT, les ZFHD, et caractérisé les domaines
impliqués dans l'interaction pour chacune des deux familles de protéines. Dans ce second
chapitre, j’ai étudié les conséquences de cette interaction sur I'activité transcriptionnelle des
ZFHD.

Dans un premier temps, j'ai caractérisé I’élément cis consensus reconnu par les ZFHD, qui
est présent dans le promoteur des génes cibles, en alignant les motifs reconnus par plusieurs
membres de la famille des ZFHD. La séquence de ce motif corrobore avec celle proposée
dans la littérature, qui se base sur la propriété des FT a homéodomaine. L’identification de
cette séquence consensus était une étape indispensable pour mettre en place les différentes

approches moléculaires, afin d’étudier le mécanisme d’action des DELLA sur les ZFHD.

Dans un deuxieme temps, jai analysé I'activité transcriptionnelle de HB30, en déterminant
principalement s’il activait ou réprimait la transcription de génes cibles. Enfin, j’ai caractérisé
le mécanisme moléculaire privilégié par les DELLA lors d’'une interaction avec les ZFHD, en

utilisant deux approches complémentaires.

2. Détermination de I’élément cis consensus reconnu par les ZFHD

Comme décrit précédemment (dans la partie 4.3 de l'introduction), la majorité des FT qui
possédent un homéodomaine, interagissent a ’ADN en reconnaissant une courte séquence
comprenant le motif NNATTA (Gehring et al., 1994). De maniére consistante, les quelques
publications présentant des expériences de retard sur gel (EMSA) effectuées avec des ZFHD
semblent confirmer ce motif. En effet, chez Arabidopsis, il a été démontré que HB25 et HB33
se liaient préférentiellement aux motifs AAATTG et GTAATTA, respectivement (Tan and Irish,
2006; Tran et al., 2006).

Dans le but de caractériser plus précisément ce motif, j’ai recherché dans la base de données
publique Plant Cistrome Database (DAP-seq), les éléments cis reconnus par I'ensemble des
ZFHD d’'Arabidopsis (Bartlett et al., 2017). Cette ressource rassemble les séquences
d’éléments cis reconnus par 529 FT, dont 6 ZFHD (HB21, HB23, HB24, HB25, HB32 et HB34).
J’ai récupéré les séquences des éléments cis reconnus par ces 6 ZFHD, puis réalisé un
alignement, afin de déterminer un consensus spécifique pour toute la famille (Fig. 52). La

séquence consensus définie est la suivante : TTAATTAATTAATT. Nous retrouvons dans cette
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HB32:  —————- ATAATGCGATT

HB34: ————-— ATTAATCATTTTA---
HB21: ACACCAATAATTGATTA-——-———~—
HB33: ————- ATTAATTACTTTTT-—-—-—-—
HB24: --AAAAATAATTAATTA--——————~—
HB23: AATTTATTAATTAATTAAATT
HB25: -——TAATTAATTAATTT

Consensus: TTAATTAATTAATT

Figure 52. Alignement des éléments cis reconnus par les ZFHD.

Les éléments cis présentés dans cette figure ont été obtenus a l'aide des bases de
données publiques (Plant Cistrome Database; Bartlett et al., 2017). Aprés alignement des
éléments cis, le consensus commun reconnu par les ZFHD a été défini. Le motif TAAT, qui
est conservé dans I'ensemble des éléments cis, est mis en évidence (souligné).
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séquence deux motifs ATTA en tandem, corroborant les motifs de liaison a ’'ADN des ZFHD
identifiés dans la littérature. De par la forte alternance des bases azotées A et T, et pour éviter
tous problémes techniques (dimérisation des amorces, etc..) nous avons finalement opté pour
I'utilisation de la séquence TTCATTAATTACGT pour nos différentes expériences, en ayant

substitué 3 nucléotides par un C ou un G.

3. Mécanisme d’action des DELLA sur les ZFHD

3.1. Mise en évidence du mécanisme d’action des DELLA sur les ZFHD

Dans le but d’étudier le mécanisme d’action des DELLA, nous avons initi€ une approche par
retard sur gel (EMSA). Pour réaliser cette expérience, nous avons utilisé I'élément cis
déterminé préalablement (version sauvage : TTCATTAATTACGT), ainsi qu’une version mutée
(TTCATGGGTTACGT) de ce motif. Dans une expérience d’EMSA, la présence d’un retard sur
gel rend compte d’'une interaction entre un fragment d’ADN radiomarquée (sonde) et une
protéine d’intérét.

En amont, j'ai entrepris plusieurs clonages pour produire les protéines recombinantes RGA et
HB30. Cependant, pour des raisons techniques liées a la complexité des protéines HB30 (de
par la présence de l'ion Zinc notamment), leur production ou leur purification ont posé
probleme. Nous avons essayé de produire ces protéines chez Escherichia coli ou dans des
cellules d’insectes en utilisant différents plasmides (pHMGWA et pAC8RGW). Méme si nous
avons observé a plusieurs reprises une production des protéines recombinantes d’intéréts, il

était impossible de les purifier dans un tampon natif compatible avec I'approche EMSA.

Pour contourner ce probléme, nous avons produit la protéine HB30, de maniére transitoire,
chez Nicotiana benthamiana (aprés agro-infiltration de la construction p35S:HB30-GFP).
Aprés vérification de son expression par microscopie confocale et Western Blot, un extrait
protéique total (en condition native) a été obtenu, puis une premiére expérience de retard sur
gel a été effectuée (Fig. 53). Lorsque I'extrait protéique contenant HB30 est incubé avec la
sonde ADN comportant un doublet de I'’élément cis, deux retards sur gel sont observés,
indiquant que des protéines présentes dans I'extrait total sont capables d’interagir avec la
sonde (Fig. 53). Au contraire, aucun retard n’est observé lorsque la sonde est incubée avec
un extrait total contréle sans HB30. Les deux retards sur gel précédemment observés sont
donc le résultat d’'une interaction entre HB30 et la sonde. Les deux bandes retardées peuvent
étre le résultat d’'une simple et double interaction de HB30 sur les 2 motifs présents dans la

sonde. Enfin, pour tester la spécificité de I'interaction, un test a été effectué avec une sonde
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1 2 3 4 5 6 7 8

1 2 3 4 5 6 7 8
Sonde WT WT WT WT WT MUT | MUT | MUT
Extrait total
avec HB30 X X X
Extrait total
sans HB30 X X A
RGA X X

Figure 53. HB30 interagit spécifiquement a I’ADN via le motif TTCATTAATTACGT.
Pour cette expérience préliminaire de retard sur gel, nous avons utilisé un extrait de
protéines totales de Nicotiana benthamiana préalablement agroinfiltré avec la construction
p35S5:HB30-GFP (extrait total avec HB30) ou non agroinfiltré (extrait total sans HB30), et la
protéine recombinante RGA (produite chez E. coli). Deux sondes ADN ont été utilisées,
une sonde sauvage (WT) : TTCATTAATTACGTAAAAAATTCATTAATTACGT et une
version mutée de la sonde (MUT) au niveau du consensus de I'élément cis :
TTCATGGGTTACGTAAAAAATTCATGGGTTACGT. Les sondes ADN radiomarquées au
32P ont été incubées avec les différents extraits protéiques comme indiqué.

En présence de HB30, deux retards sur gel sont observés avec la sonde WT (puits 2,
fleches oranges) mais aucun avec la sonde mutée (puits 7). Les deux retards sont
probablement la liaison d’'un monomeére et d’un dimere de HB30 a la sonde ADN. Par
ailleurs, aucun retard n’est observé avec I'extrait protéique sans HB30 (puits 4). La protéine
recombinante RGA ne semble pas étre fonctionnelle dans cette expérience. La fleche noire
indique la présence de la sonde libre.
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ADN ou les 2 éléments cis sont mutés (Fig. 53). De fagon remarquable, aucun retard sur gel
n'est observé, quel que soit I'extrait protéique utilisé (avec ou sans HB30). Pris dans leur
ensemble, ces résultats démontrent que HB30 interagit spécifiguement a I'élément cis
consensus précédemment défini : TTCATTAATTACGT (Fig. 52).

Etant donné que les protéines DELLA interagissent aux ZFHD via leur domaine d’interaction
a ’ADN ('homéodomaine, Fig. 49), il est vraisemblable que les DELLA alterent la fixation des
ZFHD a leur élément cis. Pour confirmer cette hypothése, nous avons souhaité incuber
I’élément cis radiomarqué avec I'extrait protéique total comprenant HB30, en absence ou en
présence de RGA. Malheureusement, nous avons eu beaucoup de mal a obtenir un extrait
protéique total stable comportant RGA (aprés agro-infiltration de la construction p35S:RFP-
RGA chez Nicotiana benthamiana). De maniére similaire, nous n’avons pas réussi a produire
RGA chez Escherichia coli ; seules d’infimes quantités de RGA en condition native ont été
obtenues aprés purification. Une expérience de retard sur gel a tout de méme été tentée avec
la protéine RGA recombinante, mais aucune différence n’a été observée ; avec ou sans RGA,
HB30 interagit a I'’élément cis (Fig. 53). Etant donné les difficultés rencontrées pour produire
RGA en condition native (mais aussi HB30), il nous est impossible de valider ce dernier

résultat.

Pour lever cette difficulté, nous avons entrepris une stratégie alternative qui consiste a produire
in vitro HB30 et RGA, en utilisant un extrait de germe de blé (kit TnT coupled wheat germ
extract system de Promega) qui permet de coupler transcription et traduction en une seule
réaction. Pour cela, HB30 et RGA ont été clonés dans le plasmide pHM6WA qui permet
d’exprimer les deux protéines, fusionnées a une étiquette HIS-FLAG, sous le promoteur SP6,
compatible avec le systéme d’expression. Aprés une incubation des deux plasmides dans les
extraits de germe de blé, a 25°C, pendant 2h (dans deux réactions distinctes), la quantité de
protéines HB30 et RGA produites a été estimée par Western Blot (Fig. 54). Les deux protéines
ont été produites en quantité importante et similaire, et peuvent donc étre utilisées pour des
expériences de compétition par gel retard, sans purification (la purification pourrait altérer le
repliement des protéines).

Pour ce nouvel essai, nous avons préféré utiliser une sonde ADN qui ne contient qu’un seul
élément cis, pour simplifier la lecture du résultat. Malgré cette optimisation, comme pour I'essai
précédent, nous observons deux bandes retardées lorsque I'extrait contenant HB30 est
incubée avec la sonde ADN contréle (WT) (Fig. 55). Par contre, a la différence, la bande
retardée la plus haute (de plus haut poids moléculaire) est toujours visible quel que soit I'extrait

protéique utilisé (GFP ou RGA). La bande inférieure, quant a elle, n’est détectée que lorsque
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Figure 54. Accumulation des protéines HB30 et RGA in vitro.

Les protéines HB30 et RGA (fusionnées a une étiquette FLAG et HIS) ont été produites in
vitro dans des extraits de wheat germ (transcription-traduction couplé, kit Promega), dans
deux réactions distinctes. Les protéines HB30-FLAG et RGA-FLAG produites sont
analysées par Western Blot a l'aide d’'un anticorps anti-FLAG. La quantité totale de
protéines déposées dans chaque puits est mis en évidence par une coloration au bleu de
Coomassie. Masse moléculaire attendue pour les protéines d’intéréts : 72 kDa pour RGA et
37 kDa pour HB30.

114



la sonde ADN est incubée avec I'extrait comprenant HB30. Par ailleurs, les deux bandes
retardées sont absentes lorsque c’est la sonde mutée qui est utilisée, quel que soit I'extrait
protéique testé (Fig. 55). Pris dans leur ensemble, ces résultats confirment que HB30 se fixe
spécifiquement a I'élément cis TTCATTAATTACGT (bande retardée la plus basse, de plus
faible poids moléculaire) et suggere que la seconde bande (la plus haute, de plus haut poids
moléculaire) correspond a l'interaction d’une protéine présente dans I’extrait de germe de blé
(dans le kit Promega) a I’élément cis, et qui posséderait les mémes spécificités d’interaction
que HB30 (pourrait correspondre a un FT a homéodomaine).

De fagon remarquable, nous observons pour la premiére fois que la présence de RGA altere
la fixation de HB30 a I'élément cis. En effet, lorsque nous augmentons progressivement la
quantité de RGA incubée avec HB30 et I'élément cis radiomarqué, nous observons une
concomitante réduction de lintensité de la bande retardée de faible poids moléculaire,
correspondant a HB30 fixé a la sonde ADN (Fig. 55). Au contraire, I'intensité de la bande
retardée de plus haut poids moléculaire reste inchangée, indépendamment de la quantité de
RGA ajoutée au milieu réactionnel. Quel que soit la nature de cette protéine responsable de

ce retard sur gel, RGA n’altere pas sa fixation a I’élément cis.

Nous pouvons donc conclure que RGA, en interagissant a HB30, bloque la capacité de liaison
a I’ADN de ce dernier via un mécanisme de séquestration. Si RGA avait pour fonction
d’augmenter en ftrans I'activité transcriptionnelle de HB30 (comme c’est le cas pour les
interactions DELLA-IDD décrites dans la partie 2.5.2. de l'introduction (Yoshida et al., 2014)),
les résultats des tests de retard sur gel auraient été différents. En effet, lors de ce mécanisme
de régulation, les protéines DELLA interagissent a 'ADN fixées au FT. Dans ce cas, par gel
retard, nous aurions d{ avoir un « super retard » (un retard de plus haut poids moléculaire
lorsque les deux protéines RGA et HB30 sont incubés ensemble avec ’ADN). Or nous voyons
une disparition du signal retardé et non une migration de la bande vers de plus hauts poids
moléculaires. Donc, en accord avec les données du double hybride (les domaines impliqués
dans l'interaction RGA-HB30), nous pouvons affirmer que RGA agit via un mécanisme de

séquestration vis a vis de HB30.

3.2. Effet des protéines DELLA sur I'activité transcriptionnelle des ZFHD

Précédemment, nous avons démontré que la fixation de RGA a HB30 altérait la liaison de

HB30 a ’'ADN. Avant de tester les conséquences de la formation du complexe RGA-HB30 sur
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Figure 55. RGA inhibe la capacité de HB30 a interagir a I'’élément cis consensus.

Pour cette expérience de retard sur gel, les protéines HB30, RGA et GFP ont été produites
in vitro a I'aide du systeme d’expression « wheat germ » de Promega. Deux sondes ADN
ont été utilisées, une sonde sauvage (WT) comprenant I'’élément cis consensus défini en
Fig. 52 et de séquence : TTCATTAATTACGT, et une version mutée de la sonde (MUT) :

TTCATGGGTTACGT, ou le motif TAAT a été remplacé par GGGT.

Les sondes ADN radiomarquées au 32P ont été incubées avec les différentes protéines
comme indiqué. En présence de HB30, un retard sur gel est observé avec la sonde WT
(puits 2 et 12, fleches oranges) mais aucun avec la sonde mutée (puits 8). Par ailleurs,
aucun retard n’est observé en absence de HB30 (puits 10 et 11). Une quantité croissante
de RGA inhibe progressivement la capacité de HB30 a se lier a la sonde WT (puits 3 a 5).

La fleche noire indique la présence de la sonde libre.

116




I'activité transcriptionnelle de HB30, il est essentiel de définir au préalable si HB30 (et les
ZFHD en général) a une activité activatrice ou répressive sur I'expression de genes cibles.
Les expériences de retard sur gel ont permis de démontrer que HB30 se liait spécifiquement
a I'élément cis TTCATTAATTACGT. Etant donné qu’a ce stade de I'étude, nous ne
connaissons aucun geéne cible de HB30, pour étudier son activité transcriptionnelle, nous
avons construit un promoteur synthétique qui comprend un multimére de I'élément cis (5
répétitions + spacer AAAAAA entre les motifs) fusionné a un promoteur minimal 35S et un
domaine activateur de la traduction Q (Fig. 56A). Pour l'analyse, nous avons cloné ce
promoteur synthétique dans le plasmide pGREENIi-0800, en amont du géne LUCIFERASE
(firefly). Ce plasmide comprend aussi une cassette contréle qui exprime le géne RENILLA
sous promoteur Ubiquitin. Pour tester I'activité transcriptionnelle de HB30, nous avons agro-
infiltré dans des feuilles de Nicotiana benthamiana cette construction rapportrice, avec la
construction effectrice p35S:HB30-GFP. Trois jours apres infiltration, des disques foliaires sont
prélevés et I'activité transcriptionnelle est suivie par mesure de la bioluminescence émise par
la LUCIFERASE et la RENILLA, apres incubation des disques dans une solution contenant le
substrat des 2 enzymes. En calculant le ratio FIREFLY/RENILLA des activités mesurées (afin
de normaliser les valeurs), I'activité transcriptionnelle de HB30 est déterminée de maniére
quantitative (d’aprés le protocole utilisé dans Resentini et al., 2015).

En absence de constructions effectrices, l'activité transcriptionnelle mesurée est fixée
arbitrairement a 1 (activité basale). Lorsque la construction effectrice p35S:HB30-GFP est
agro-infiltrée avec la construction rapportrice, nous observons une augmentation substantielle
du signal détecté (x2) par rapport a I'activité basale (Fig. 56B). Ce résultat démontre que HB30
est un activateur transcriptionnel. Par ailleurs, il confirme que le promoteur synthétique
construit est fonctionnel. Enfin, pour mesurer I'effet de RGA sur I'activité transcriptionnelle de
HB30, nous avons agro-infiltré deux constructions effectrices, p35S:HB30-GFP et p35S:RGA-
HA, avec la construction rapportrice. Confirmant les résultats des expériences de retard sur

gel, I'expression de RGA diminue I'activité transcriptionnelle de HB30 (Fig. 56B).

Il existe plusieurs exemples dans la littérature ou des FT, qui appartiennent a une méme
famille, possédent des activités transcriptionnelles différentes voire opposées. Par exemple,
les Auxin-response factors (ARF) agissent comme activateurs ou répresseurs (Ulmasov et al.,
1999). Pour étendre I'étude a plusieurs ZFHD, jai également analysé [Iactivité
transcriptionnelle de 3 autres ZFHD appartenant a des embranchements différents. Dans ce
but, jai réalisé le clonage des constructions p35S:HB25-GFP, p35S:HB29-GFP et

p35S:HB34-GFP. Lorsque ces constructions effectrices ont été agro-infiltrées avec la
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Figure 56. RGA inhibe I’activité transcriptionnelle de HB30.

A. Promoteur synthétique comprenant le consensus TTCATTAATTACGT multimérisé 6
fois (séparé par la séquence AAAAAA), le promoteur minimal 35S caMV et I'activateur
de la traduction Q. Cette séquence a été clonée dans un plasmide pGREEN contenant
les génes codant pour les deux enzymes firefly et renilla.

B. Histogramme regroupant les résultats obtenus lors des tests d’activité transcriptionnelle
in planta a I'aide du systeme firefly/renilla (2 réplicats biologiques, en noir et en gris).
L’activité transcriptionnelle est mesurée en faisant le ratio firefly/renilla des intensités de
luminescence respectives. Le signal basal de I'activité transcriptionnelle (construction
rapportrice agro-infilirée seule) a été fixé arbitrairement a 1 (contrGle). Les autres
valeurs ont été normalisées par rapport au ratio obtenu pour la condition contréle.
Lorsque les constructions effectrice p35S5:HB30-GFP et rapportrice sont agroinfiltrés
ensemble chez Nicotiana benthamiana, I'activité transcriptionnelle est augmentée.
L’ajout de la construction p35S5:RGA-HA diminue I'activité transcriptionnelle de HB30
qui atteint le niveau basal. L’erreur standard (5 réplicats techniques provenant de 2
réplicats biologiques) est indiquée. L’astérisque indique une différence significative
avec le signal basal (p < 0,05, test t de Student). Sur la partie droite de la figure est
présenté les résultats de 'immuno-détection des protéines HB30-GFP (anticorps anti-
GFP) et RGA-HA (anticorps anti-RGA), par Western Blot, dans les extraits protéiques
totaux issus des plants de Nicotiana benthamiana utilisés pour un des réplicats de cette
analyse. La quantité totale de protéines déposées dans chaque puits est mis en
évidence par une coloration au bleu de Coomassie.
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construction rapportrice, nous avons toujours noté une augmentation (plus ou moins
importante) de Iactivité transcriptionnelle (Fig. 57). Bien qu’il s’agisse d’une analyse
préliminaire, HB25 et HB29 (et dans une moindre mesure HB34) semblent étre des activateurs
de la transcription, tout comme HB30. Ces résultats devront étre confortés par d’autres essais

et étendus a d’autres ZFHD.

4. Discussion du chapitre 2

Dans le premier chapitre de cette étude, j'ai démontré que les ZFHD interagissaient aux
protéines DELLA via leur homéodomaine, sans pour autant altérer la dimérisation des ZFHD.
Un potentiel mécanisme de séquestration de la part des DELLA sur les ZFHD a été évoqué,
mécanisme que jai pu valider dans ce second chapitre a l'aide de deux techniques
complémentaires. Lors d’une séquestration d’'un FT par les DELLA, le domaine de liaison a
I’ADN, permettant aux FT d’exercer leur fonction de régulateurs transcriptionnels, est toujours
engagé dans l'interaction ; étayant nos résultats (pour exemple : Feng et al., 2008; de Lucas
et al., 2008). En présence de RGA, HB30 séquestré n’est alors plus capable de se lier de
maniére spécifique a I'’élément cis TTCATTAATTACGT des génes cibles et d’activer leur
transcription. De maniére générale, une accumulation des protéines DELLA in planta conduit
a une inhibition de I'activité transcriptionnelle des ZFHD et donc, a une répression des génes

cibles.

Chapitre 3 : Analyse de I’expression des ZFHD

1. Introduction du chapitre 3

Nous avons démontré dans les deux chapitres précédents que les protéines DELLA
interagissaient aux ZFHD, et que cette interaction altérait I'activité transcriptionnelle de cette
famille de FT. Dans ce troisieme chapitre, je me suis intéressé au patron d’expression des 14
ZFHD, dans le but de sélectionner ceux qui ont une expression élevée dans les hampes
florales et qui peuvent exercer un réle important dans la mise en place de l'architecture des
plantes (hauteur finale et degré de ramification, deux traits morphologiques contrélés par la
signalisation GA). Pour rappel, HB30 a été caractérisé par le laboratoire, dans un crible en

double hybride a partir d’'une collection d’ADNc issus d’apices inflorescentiels.

Premiérement, j’ai entrepris une étude in silico de I'expression des ZFHD, en confrontant les

bases de données transcriptomiques publiques avec les données bibliographiques. Puis, pour
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Figure 57. HB25, HB29 et HB34 sont des activateurs de la transcription.

Histogramme regroupant les résultats obtenus lors d’un test d’activité transcriptionnelle in
planta a I'aide du systéme firefly/renilla. La construction rapportrice utilisée est décrite dans
la Fig. 56A. Les constructions effectrices p35S:HB30-GFP, p35S:HB25-GFP, p35S:HB29-
GFP, p35S:HB34-GFP et rapportrice ont été agro-infilirées chez Nicotiana benthamiana et
Pactivité transcriptionnelle est mesurée en faisant le ratio firefly/renilla des intensités de
luminescence respectives. Le signal basal de lactivité transcriptionnelle (construction
rapportrice agro-infilirée seule) a été fixé arbitrairement a 1 (contrble). Les autres valeurs
ont été normalisées par rapport au ratio obtenu pour la condition contréle. L’erreur standard
est indiquée et I'astérisque indique une différence significative par rapport a la valeur du
signal basal (p < 0,05, test t de Student).
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affiner ces données, j’ai analysé les profils d’expression de I'ensemble des ZFHD par qRT-

PCR, a différents stades de développement chez Arabidopsis thaliana.

Suite a l'obtention des profils d’expression, nous avons sélectionné les ZFHD les plus
pertinents pour I’étude, a savoir ceux qui sont fortement exprimés dans les hampes florales.
Puis, des lignées rapportrices de fusion transcriptionnelle et traductionnelle ZFHD:GUS ont
été obtenues, pour déterminer précisément les patrons tissulaires des ZFHD sélectionnés. Le
but ultime de ce chapitre est d’évaluer si certains ZFHD peuvent avoir des activités

redondantes dans certains tissus ou organes, information clé avant toute approche génétique.

2. Profils d’expression des ZFHD au cours du développement d’Arabidopsis

2.1. Analyse in silico des patrons d’expression des ZFHD

L’application eFP browser, disponible sur le site www.bar.utoronto.ca, regroupe I'ensemble

des données publiques d’expression de génes chez Arabidopsis. Grace a cet outil, nous avons
étudié les profils d’expression des 14 génes de la famille ZFHD (Fig. 58 et Fig. S7). Fait
important, le géne HB26 (AT5G60480) n’est pas présent dans les bases de données ; il est
vraisemblable qu’il s’agisse d’'un pseudogene (Tan and Irish, 2006). Parmiles 13 autres ZFHD,
'analyse révele que ces FT ont des patrons d’expression spécifiques et/ou redondants dans
tous les organes de la plante et a divers stades de développement. Par ailleurs, cette analyse
révéle que HB25, HB30, HB31, HB33 et HB34 sont les ZFHD qui montrent la plus forte
expression dans les inflorescences ou les apices caulinaires (Fig. 58). Les autres ZFHD ont

une expression trés faible dans ces organes (Fig. S7).

Concernant les données bibliographiques, des études d’expression par Northern Blot ont
montré que HB30, HB31, HB33 et HB34 sont fortement exprimés dans les inflorescences et
les fleurs matures, confirmant les données transcriptomiques publiques (Fig. 38) (Hu et al.,
2008b; Tan and Irish, 2006). Dans une autre étude, il a été rapporté que HB25, HB31 et HB33
font partie d’'une liste de 18 génes codant pour des FT, préférentiellement exprimés dans les

jeunes inflorescences (Zhang et al., 2005).

Pris dans leur ensemble, les données in silico suggérent que HB30 et HB34 (qui appartiennent
au méme embranchement, Fig. 45), ainsi que HB25, HB31 et HB33, sont les membres de la
famille ZFHD qui sont le plus fortement exprimés dans les inflorescences. Ces FT exercent

vraisemblablement un réle important dans le développement des organes aériens des plantes
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Figure 58. Analyse in silico de I'expression des génes ZFHD chez Arabidopsis

thaliana.

Analyse comparative des ZFHD les plus fortement exprimés dans les inflorescences
d’Arabidopsis thaliana a I'aide des données transcriptomiques publiques recensées sur le
site eFP Browser. Le mode absolu a été utilisé avec un signal seuil fixé & 300.
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(élongation de la tige, formation des organes latéraux) et sont donc une cible de choix pour

I'étude.

2.2. Analyse de I’expression des ZFHD a divers stades de développement

Pour préciser les données in silico, jai analysé les profils d’expression des 14 ZFHD, a
plusieurs stades clés du développement d’Arabidopsis thaliana, par qRT-PCR. Les résultats
regroupés dans la figure 59 montrent qu’'un grand nombre de ZFHD sont exprimés a des
niveaux variables dans les inflorescences (hormis HB26, certainement un pseudogéne). Au
contraire, dans les siliques, tous les ZFHD sont faiblement exprimés excepté HB30 (identifié
dans le crible en double hybride). Il est important de noter par ailleurs, que HB30 est le seul
ZFHD qui montre une expression élevée a tous les stades de développement analysés.
D’autres génes montrent également des niveaux d’expression relativement élevés a certains
stades du développement comme HB22, HB23, HB31 et HB33. Un ftriplicata biologique de
cette expérience a été réalisé (Fig. S8 et S9), et bien que 'amplitude des niveaux d’expression
difféere d’'une expérience a une autre, les tendances sont conservées. Autre point avéré, les
genes qui montrent des patrons d’expression semblables n’appartiennent pas forcément au
méme embranchement. |l est donc fort probable que les ZFHD d’'un embranchement donné

n‘aient pas les mémes fonctions.

En paralléle, une analyse similaire a partir d’apices caulinaires disséqués, a été conduite afin
de déterminer si les profils et les niveaux d’expression des ZFHD différent de ceux obtenus a
partir des inflorescences. Cette analyse montre qu’en général, les niveaux d’expression des
FT dans les apices caulinaires disséqués sont proches de ceux obtenus a partir des
inflorescences (Fig. 59). Ce résultat indique que les ZFHD sont essentiellement exprimés dans

les apices.

Enfin, pour compléter cette analyse, nous avons déterminé par qRT-PCR le profil d’expression
des ZFHD au niveau racinaire. Les résultats obtenus (triplicata biologique) indiquent que les
ZFHD ont un profil et un niveau d’expression qui sont spécifiques aux racines, et qui ne
corroborent avec aucun autre organe et/ou stade de développement (Fig. 60). En effet, au
niveau racinaire, HB29 est 4 a 5 fois plus exprimé que les autres ZFHD. Parmi les autres
ZFHD, on peut noter que 'embranchement comprenant HB23, HB30 et HB34, mais aussi les

genes HB24, HB27 et HB32 sont également exprimés dans la racine, mais a des niveaux bien
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Figure 59. Profils d’expression des génes de la famille ZFHD au cours du
développement d’ Arabidopsis thaliana.

Expression relative des 14 génes ZFHD, déterminée par qRT-PCR, a partir d’ARN totaux
issus de plantules agées de 10 jours, de plantules 4gées de 21 jours, de feuilles de
rosettes de plantes agées de 5 semaines, de fleurs, d’apices caulinaires disséqués et de
jeunes siliques issues de plantes agées de 7 semaines. Le niveau d’expression de chaque
geéne, normalisé a partir de deux génes de référence, est relatif a celui de HB34 dans les
plantules agées de 10 jours, fixé arbitrairement a 1 en utilisant le logiciel LightCycler480
1.5.0 SP3. L'efficacité des amorces a été calculée pour chacun des couples (comprise
entre 1,7 et 2,3). Les génes sont classés selon I'arbre phylogénétique des ZFHD (Fig. 45).
L’erreur standard indique la variabilité technique de la gqRT-PCR (n=3).
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plus faibles que celui de HB29 (Fig. 60). Ces derniers résultats suggérent que les ZFHD

exercent aussi une fonction biologique au cours du développement du systéme racinaire.

En conclusion, les patrons d’expression des ZFHD sont spécifiques et différents a chaque
stade de développement, mais ont toutefois fait apparaitre une probable redondance
fonctionnelle. Par ailleurs, il est important de noter que les résultats de cette analyse
d’expression corroborent assez bien avec les données in silico. En s’appuyant sur 'ensemble
de ces résultats, ainsi que I'analyse phylogénétique, nous avons sélectionné pour la suite de
cette étude, 7 génes ZFHD qui ont une forte expression dans I'apex caulinaire : HB23, HB25,
HB28, HB30, HB31, HB33 et HB34, ainsi que le géne HB29 pour son patron d’expression

spécifique au niveau racinaire.

3. Patrons d’expression et d’accumulation des ZFHD au niveau tissulaire

Dans le but d’obtenir des patrons d’expression et d’accumulation tissulaires de ZFHD
sélectionnés précédemment, j’ai construit plusieurs lignées rapportrices transcriptionnelles et
traductionnelles, ZFHD:GUS. Pour cette analyse, j'ai sélectionné les genes HB23 et HB30 qui
ont montré une forte expression par qRT-PCR a différents stades du développement. Aussi,
pour mettre en évidence une potentielle fonction biologique des ZFHD dans le développement
du systéme racinaire, j'ai trouvé qu’il était pertinent d’inclure le géne HB29 ; ZFHD le plus
exprimé dans cet organe. J'ai ainsi introduit, chez Arabidopsis, deux constructions fusions
transcriptionnelles (pHB23:GUS et pHB30:GUS) et trois constructions fusions traductionnelles
(pHB23:HB23-GUS, pHB30:HB30-GUS et pHB29:HB29-GUS), pour caractériser les patrons
d’expression et d’accumulation des protéines, respectivement. Plusieurs lignées
indépendantes, présentant une insertion unique et une coloration bleue reproductible, ont été

sélectionnées pour chacune des constructions.

Au cours de la germination (24h aprés imbibition), nous avons observé une coloration GUS
chez le lignée pHB30:GUS au niveau des cotylédons et a I'extrémité de la radicule des
embryons (Fig. 61). Le méme patron GUS a été observé chez la lignée pHB30:HB30-GUS. A
'opposé, aucun signal n’a été détecté chez les lignées HB23:GUS et HB29:GUS. Ces deux

genes ne semblent pas étre exprimés dans les embryons de graines en germination.

Au stade plantule, HB30 est exprimé dans tous les organes excepté les racines. Les transcrits

et la protéine sont détectés dans les cotylédons, les jeunes feuilles, 'apex caulinaire et
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Figure 60. Profils d’expression des génes de la famille ZFHD dans les racines
d’Arabidopsis thaliana.

Expression relative des 14 génes ZFHD, déterminée par qRT-PCR, a partir d’ARN totaux
issus de racines de plantules 4gées de 10 jours. Le niveau d’expression de chaque géne,
normalisé a partir de deux genes de référence, est relatif a celui de HB34 dans les
plantules agées de 10 jours (Fig. 59), fixé arbitrairement & 1, en utilisant le logiciel
LightCycler480 1.5.0 SP3. L'efficacité des amorces a été calculée pour chacun des couples
(comprise entre 1,7 et 2,3). Les génes sont classés selon I'arbre phylogénétique des ZFHD
(Fig. 45). L’erreur standard indique la variabilité technique de la qRT-PCR (n=3).
L’expérience a été reproduite 3 fois et chaque réplicata est indiqué sur le graphe en noir,
gris foncé et gris clair.
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I’hypocotyle (Fig. 61). HB23, qui appartient au méme embranchement que HB30, a un patron
d’expression similaire a celui de HB30, mais avec des niveaux plus faibles. Par contre, HB23
est exprimé dans la racine (la protéine s’accumule également), contrairement a HB30 (Fig.
61). Enfin, concernant HB29, ce dernier a un patron d’expression complétement opposé a
celui de HB30, au stade plantule. Le transcrit et la protéine HB29 sont détectés uniquement
dans le systéme racinaire, excepté la coiffe radiculaire (racines principales et secondaires,

Fig. 61), confirmant globalement les résultats de qRT-PCR.

A un stade de développement plus avancé, HB29 qui n’était pas exprimé dans les parties
aériennes de la plantule, est accumulé dans les inflorescences, principalement dans le filet
des étamines (Fig. 61). Concernant HB30, une forte activité GUS est localisée dans le filet des
étamines et dans les jeunes bourgeons floraux. Enfin, le patron d’accumulation de HB23 est
similaire a celui de HB30 au niveau des inflorescences, mais avec un niveau d’accumulation

bien plus faible (Fig. 61).

De maniére générale, il est important de noter que les patrons d’accumulation des ZFHD
reflétent généralement ceux des transcrits, suggérant que le niveau d’accumulation des ZFHD
(et leur distribution au niveau tissulaire) est essentiellement régulé au niveau transcriptionnel
et non au niveau traductionnel ou post-traductionnel. Il sera important de confirmer ce résultat

pour les autres ZFHD.

4. Discussion du chapitre 3

Au cours de ce chapitre, nous avons étudié les profils d’expression des 14 ZFHD et déterminé
les patrons d’accumulation de certains FT, au cours du développement, par différentes
approches complémentaires. Cette analyse confirme que HB30 représente le ZFHD le plus
fortement accumulé dans les parties aériennes chez Arabidopsis, principalement dans les
apices (zone méristématique caulinaire et inflorescentiel). Ce niveau d’expression pourrait
expliquer en partie pourquoi c’est ce ZFHD qui a été caractérisé dans le crible en double
hybride. Tout comme HB30, HB23 qui appartient au méme embranchement, est largement
accumulé dans les apices, et pourraient ensemble exercer un réle redondant et important dans

la mise en place de I'architecture des parties aériennes de la plante.

L’ensemble des résultats obtenus relatifs a HB29 mettent en évidence que ce ZFHD est

fortement exprimé au niveau racinaire et accumulé dans I'’ensemble des tissus de la racine ;
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Figure 61. Patrons d’expression ou d’accumulation des ZFHD au niveau tissulaire,
chez Arabidopsis thaliana.

Photos représentatives de lactivite GUS de plusieurs lignées rapportrices
transcriptionnelles et traductionnelles ZFHD:GUS a différents stades de développement.
Les photos des embryons et des parties aériennes ont été prises a la loupe binoculaire.
Les lignées utilisées présentent une insertion unique de la construction et les photos ont
été prises 18 heures aprées le début de la réaction avec le substrat (X-gluc).
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excepté dans la coiffe racinaire (Fig. 60 et 62). Etant donné que les GA jouent un role essentiel
dans le développement du systéme racinaire, HB29 pourrait étre un relai important de la
signalisation GA dans la racine, méme si pour des raisons techniques, nous avons échoué a
démontrer I’existence d’une interaction entre HB29 et les DELLA (chapitre 1). Fait intéressant,
aucun autre ZFHD ne semble partager le patron d’expression de HB29 dans la racine ; la

redondance fonctionnelle pourrait étre réduite dans la racine et ainsi faciliter I'étude.

Dans I'ensemble, les analyses de I'expression génique ont révélé que les transcrits des génes
HB30 et ses proches homologues HB23 et HB34, mais aussi HB25, HB28, HB29, HB31 et
HB33 étaient fortement accumulés dans les inflorescences (en particulier dans les méristéemes
et étamines) ou dans la racine. Ces génes s’averent donc étre de bons candidats pour
déterminer, dans la suite de cette étude, si les interactions ZFHD-DELLA contribuent

substantiellement a la forme générale des plantes.

Chapitre 4 : Etude morphologique des mutants zfhd chez Arabidopsis thaliana

1. Introduction du chapitre 4

L’intégralité des résultats exposés dans les précédents chapitres de cette étude tend vers une
méme hypothése, la voie de signalisation des GA pourrait controler le développement des
parties aériennes et racinaires a I'aide du complexe transcriptionnelle ZFHD-DELLA, chez
Arabidopsis. Dans l'optique de répondre a cette question biologique, I'analyse génétique
présentée dans ce chapitre s’est concentrée exclusivement sur les 8 génes ZFHD
sélectionnés précédemment : HB23, HB25, HB28, HB29, HB30, HB31, HB33 et HB34.

Avant tout, nous avons recherché des mutants d’insertion pour chacun de ces génes, dans les
collections de mutants. Aprés une caractérisation compléte de chacun de ces mutants, notre
stratégie a été d’obtenir un multiple mutant zfhd, pour préciser la fonction biologique de
I'interaction ZFHD-DELLA, tout en contournant la redondance fonctionnelle de cette famille
multigénique. J’ai réalisé par la suite des analyses morphologiques détaillées, chez les
mutants simples et multiples zfhd, tout au long du développement de la plante. J’ai observé
des altérations morphologiques particulierement marquantes au niveau des parties aériennes ;

toutes ces observations sont décrites dans ce chapitre.

Pour plusieurs ZFHD d’intéréts, notamment HB30, aucun mutant nul n’est présent dans les

collections existantes. Nous avons donc développé des stratégies alternatives dans le but
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Figure 62. Patrons d’expression ou d’accumulation des ZFHD au niveau tissulaire,
dans les racines d’Arabidopsis thaliana.

Photos représentatives de [lactivitt GUS de plusieurs lignées rapportrices
transcriptionnelles et traductionnelles ZFHD:GUS dans le systéme racinaire. Les photos
des racines ont été prises a 'aide d’un microscope optique. Les lignées utilisées présentent
une insertion unique de la construction et les photos ont été prises 18 heures apres le
début de la réaction avec le substrat (X-gluc).
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d’obtenir des mutants nuls, ou hypomorphes, pour ces génes ou pour convertir HB30 en
facteur répresseur. Pour affiner la caractérisation fonctionnelle de cette famille de FT, j’ai aussi

entrepris la construction de lignées ‘surexpresseurs’ pour plusieurs génes ZFHD sélectionnés.

2. Stratégie pour obtenir un mutant multiple zfhd

2.1. Caractérisation des mutants simples d’insertion T-DNA

Nous avons recherché des mutants d’insertion T-DNA, pour les génes HB23, HB25, HB28,
HB29, HB30, HB31, HB33 et HB34, dans les collections du Nottingham Arabidopsis Stock
Centre (NASC), en privilégiant des mutants dont le T-DNA est inséré dans la séquence
codante des geénes (CDS). Les graines des mutants suivants ont été obtenues par le
laboratoire : hb25 (SALK_133857C), hb28 (SALK_117668), hb29 et hb29.2 (SAIL_818_D10
et GK-408H11), hb30 et hb30.2 (GABI_363F04 et SM3.3405), hb31 (SALKseq_113591.1) et
hb33 (SALK_097388.45.35.x). Les mutants homozygotes pour hb23 (SALK_059288) et hb34
(SALK_085482) ont été caractérisés préalablement par le laboratoire. Les informations
concernant I'ensemble des mutants zfhd sont regroupées dans le Tableau S2. Certains
mutants zfhd étant hétérozygotes au moment de leur réception, nous avons réalisé plusieurs
étapes de sélection et de génotypage. A ce jour, nous avons obtenu tous ces mutants zfhd a

I’état homozygote (Fig. 63).

Méme si les transcrits non complets d’'un géne muté sont souvent peu stables et rapidement
dégradés, il est important d’étudier, chez les simples mutants zfhd, I'accumulation des
transcrits correspondants. Ces résultats permettent notamment de pouvoir discriminer une
reprise de la transcription aprés l'insertion T-DNA, ou la présence d’un transcrit non complet
correspondant a la région du géne en amont de l'insertion. Pour rappel, les séquences
codantes pour le domaine Zinc-finger et 'lHoméodomaine sont situées a proximité des
extrémités 5’ et 3’, respectivement. Un transcrit ZFHD non complet, mais comportant la
séquence codante pour I'un de ces domaines, tout en étant assez stable pour étre traduit en
une protéine tronquée, pourrait altérer la dimérisation et I'activité transcriptionnelle de

I’ensemble des ZFHD.

Dans ce but, jai réalisé une analyse RT-PCR, a partir d’ADNc issus d’inflorescences des
différents mutants, en utilisant des amorces spécifiques, de part et d’autre du lieu d’insertion
du T-DNA. Les résultats obtenus mettent en évidence que tous les simples mutants zfhd,

hormis hb29.1 et hb29.2, n’accumulent pas de transcrits pour les génes correspondants mutés
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Figure 63. Caractérisation des mutants zfhd par PCR a partir d’ADN génomique.
Résultats des PCR réalisées sur ’ADN génomique (ADNg) extrait des simples mutants
zfhd. Les amorces utilisées sont différentes et spécifiques pour chacun des génes ZFHD.
Pour le détail de chacun des mutants présentés dans cette figure, se référer au tableau S2.
Pour le mutant hb30.2, SM3.3405, un couple d’amorces spécifique a ce type d’insertion
(transposon) a été utilisé mais une amplification chez le contréle Col-0 est également
observée. En utilisant un couple d’amorces ciblant spécifiquement le géne HB30 au
complet (WT), aucune amplification n’est observée pour le mutant SM3.3405. Méme si la
présence du transposon ne peut étre vérifiée chez hb30.2., le géne HB30 semble étre
muté.

132



par l'insertion d’'un T-DNA (Fig. 64) ; confirmant par la méme occasion que ces mutants sont
bien homozygotes. En paralléle, j’ai réalisé des analyses qRT-PCR a partir des mémes ADNc
dans le but de confirmer, par une approche quantitative, qu’il s’agit bien de mutants nuls. Un
duplicata de cette expérience confirme que les mutants hb23, hb25, hb31 et hb34
correspondent réellement a des mutants nuls (Fig. 65). Cependant, pour les mutants hb28,
hb30.1 et hb30.2, nous avons remarqué que lI'expression des génes correspondants est
modérément affectée par I'insertion du T-DNA. Ces mutants sont donc hypomorphes (Fig. 65).
Pour HB33, plusieurs couples d’amorces en qRT-PCR ont donné des résultats similaires, son
expression n’est pas affectée chez le mutant hb33. Les mutants hb33 et hb29.1 ont donc été
écartés pour la suite de I'étude. Concernant le mutant hb29.2, méme si sa caractérisation n’est
pas compléte, de par I'absence d’une analyse gRT-PCR pour suivre I'expression de HB29, les
résultats obtenus lors de I'analyse RT-PCR indiquent qu’il ne s’agit probablement pas d’un

mutant nul (Fig. 64).

Etant donné que HB30 et HB33 sont des candidats clés pour notre étude sur le développement
des parties aériennes, des stratégies alternatives ont été développées pour obtenir
spécifiguement des mutants nuls ou hypomorphes. Ces stratégies sont développées dans la

partie 4 de ce chapitre.

2.2. Obtention de mutants multiples zfhd

Il est couramment observé dans les familles multigéniques, une compensation d’expression
de certains membres lorsque d’autres membres sont mutés. Nous avons donc décidé qu'l
était stratégique d’éteindre un maximum de génes ZFHD candidats, fortement exprimés dans
les apices caulinaires. D’aprés les résultats présentés dans le paragraphe précédent, 4
mutants nuls zfhd répondent a nos critéres : hb23, hb25, hb31 et hb34.

Il est nécessaire de préciser que le mutant hb37 (SALKseq_113591.1) posséde un
polymorphisme (AT2G47390) sur un autre chromosome que le géne HB31 (AT1G14440). Les
plantes possédant ce polymorphisme ont un phénotype bien caractéristique, avec une rosette
trés compacte, une floraison extrémement précoce et une tige principale trés chétive. De par
ce phénotype facilement reconnaissable, nous avons pu contre-sélectionner ce
polymorphisme lors des étapes de croisement et de génotypage. De plus, les phénotypes
associés a la mutation des génes ZFHD, qui seront décrits dans la partie suivante, s’avéerent

étre totalement a 'opposé de ceux observés pour ce polymorphisme.
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Figure 64. Caractérisation des mutants zfhd par PCR sur ADN complémentaire.
Résultats des PCR réalisées sur 'ADN complémentaire (ADNc) obtenu apres rétro-
transcription des ARN messagers extraits des simples mutants zfhd. Les amorces utilisées
sont spécifiques pour chacun des génes ZFHD. L’analyse de I'expression du géne EF1-
alpha est un contrdle pour valider la qualité des ADNc. Pour le détail de chacun des
mutants présentés dans cette figure, se référer au tableau S2.
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L'obtention d’'un multiple mutant zfhd, a partir des simples mutants d’insertion T-DNA
confirmés, a été une priorité majeure tout au long de mes travaux de thése. J’ai tout d’abord
généré le double mutant hb23 hb34, puis le triple mutant hb23 hb31 hb34. A ce stade, des
analyses préliminaires de compensation d’expression génique ont été conduites (Fig. S10).
Les résultats montrent que I'expression de HB30 est plut6t stable chez les simples mutants
zfhd, méme si elle augmente Iégerement chez certains d’entre eux. Par exemple, I'expression
de HB30 augmente de 35% chez le simple mutant hb25 (Fig. S10A). Chez les deux multiples
mutants zfhd générés, nous avons déterminé par qRT-PCR le niveau d’expression des 14
génes ZFHD, en comparaison a des plantules contréles Col-0. Bien que préliminaire, cette
étude a révélé des différences de niveau d’expression pour certains génes chez les deux
multiples mutants. Pour faciliter I'analyse des résultats, un tableau récapitulatif comparatif a
été réalisé (Fig. S10B). On peut voir que chez le double mutant hb23 hb34, 3 génes sont
réprimés, 6 génes sont induits et 2 autres montrent une expression inchangée. Chez le triple
mutant hb23 hb31 hb34, 2 génes sont régulés négativement, 7 génes sont induits et un géne
reste stable. L’ensemble de ces résultats préliminaires se regroupent et suggérent qu’une
compensation se met en place chez les multiples mutants, avec notamment une induction de

’expression d’au moins 6 ZFHD chez le double et le triple mutant zfhd.

Dans l'optique d’obtenir d’autres combinaisons de multiples mutants zfhd, plusieurs
croisements ont été effectués, et depuis peu, nous avons obtenu 3 nouveaux doubles mutants
(hb31 hb34, hb25 hb31 et hb23 hb31), 2 nouveaux triples mutants (hb23 hb25 hb34 et hb25
hb31 hb34) et un quadruple mutant (hb23 hb25 hb31 hb34). L’ensemble de ces mutants
constitue un outil essentiel pour étudier le réle des complexes ZFHD-DELLA sur le

développement des hampes florales.

3. Analyse morphologique des mutants zfhd

3.1. Longueur de I'’hypocotyle

Les analyses qRT-PCR ont montré que plusieurs génes ZFHD sont fortement exprimés au
stade plantule, dont HB23, HB25 et HB31, pour lesquels, nous possédons des mutants nuls.
De plus, il est décrit dans la littérature qu’une lignée anti-sens hb25, permettant de réduire
I’expression de HB25, présente un hypocotyle plus court (Fig. 40) (Bueso et al., 2014). Déja
commenté dans I'introduction, nous savons également que la voie de signalisation des GA est

impliquée dans I’élongation de I'hypocotyle par le biais d’interactions DELLA-DIP. Si nous
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Figure 65. Caractérisation des mutants zfhd par qRT-PCR sur ADN complémentaire.
Expression relative des genes ZFHD, déterminée par gRT-PCR a partir d’ARN totaux issus
d’inflorescences de différents mutants zfhd, chez Arabidopsis thaliana. Le niveau
d’expression de chaque géne ZFHD, normalisé a partir de deux génes de référence, est
relatif a son expression dans les plantes contrbles Col-0, fixé arbitrairement a 1 en utilisant
le logiciel LightCycler480 1.5.0 SP3. L’efficacité des amorces a été fixée arbitrairement a 2
pour cette expérience. L’erreur standard indique la variabilité technique de la qRT-PCR
(n=3).
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rassemblons toutes ces informations, il devient pertinent d’analyser la longueur de ’hypocotyle

chez les simples et les multiples mutants zfhd.

Nous avons ainsi initié une analyse morphologique, chez de jeunes plantules cultivées in vitro,
en mesurant la longueur de I'hypocotyle. De maniére intéressante, le simple mutant hb25,
ainsi que tous les multiples mutants possédant la mutation hb25 ont un hypocotyle plus court
d’environ 20%, en comparaison a des plantules contréles (Fig. 66). Ces résultats viennent
donc étayer les données recensées dans la littérature, le géne HB25 pourrait avoir un role
majeur dans I'élongation de I'hypocotyle. Par ailleurs, de maniére intéressante, la réduction de
la taille de ’hypocotyle s’accentue chez le quadruple mutant hb23 hb25 hb31 hb34, par rapport
au simple mutant hb25. |l est ainsi envisageable que d’autres ZFHD, comme HB23, HB31 et
HB34 auraient (néanmoins, dans une moindre mesure) une fonction similaire et additive a

HB25.

3.2. Etude du systéme racinaire

En regroupant les analyses de I'activité GUS chez les lignées rapportrices, ainsi que les gRT-
PCR (Parties 2 et 3 du Chapitre 3 des résultats), nous avons émis une hypothése selon
laquelle la signalisation GA pourrait controler le développement racinaire via des interactions
ZFHD-DELLA. Méme si HB29 semble étre le ZFHD principalement impliqué dans ce
mécanisme, d’autres membres de cette famille multigénique pourraient avoir une fonction
similaire ; notamment HB23 et HB34 qui sont exprimés, mais plus faiblement, dans les racines
(Fig. 60).

Lors des analyses morphologiques, nous avons observé que le triple mutant hb23 hb25 hb34
a une racine primaire plus courte que les autres multiples mutants (Fig. 67A). La mutation
hb31 pourrait alors avoir un effet opposé, d’aprés la longueur des racines primaires des triples
mutants hb25 hb31 hb34 et hb23 hb31 hb34. De maniére générale, le triple mutant hb23 hb25
hb34, ainsi que le quadruple mutant zhfd, semblent avoir un systéme racinaire bien moins
développé. En effet, la longueur totale des racines secondaires (Fig. 67B), tout comme leur
nombre (Fig. 67C), illustrent deux parameétres fortement impactés, chez ces deux multiples

mutants zfhd.
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Figure 66. Mesure de la longueur de I’hypocotyle chez les mutants zfhd.

La longueur de I'hypocotyle de plantules sauvages (Col-0) et mutées zfhd agées de 7
jours, cultivées en jours courts (8h lumiére /16h obscurité) et a faible intensité lumineuse, a
été mesurée. La distribution des valeurs est représentée sous forme de boxplot, et la
moyenne des longueurs est indiquée par la barre noire horizontale a l'intérieur du
rectangle. Deux réplicas biologiques ont été effectués et sont présentés en (A) et (B).
L’analyse statistique (n compris entre 8 et 24) a été réalisée a I'aide d’un test de Welch (A)
ou a l'aide d’un test Anova a deux facteurs suivi d’'une comparaison de Tukey (B), p < 0,05.
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3.3. Mesure de la surface foliaire

D’autres paramétres morphologiques ont été mesurés a partir d’analyses effectuées en sol,
chez les différents multiples mutants, a des stades plus avancés du développement. Dans un
premier temps, a l'aide d’'un script que nous avons développé a l'institut, utilisable avec le
logiciel ImagedJ, j'ai déterminé la surface foliaire d’'un grand nombre de jeunes plantes. Nous
remarquons que, lorsque les mutations hb25 et hb34 sont présentes chez un multiple mutant,
les jeunes plantes présentent une surface foliaire plus petite (Fig. 68A). La surface foliaire
chez les triples mutants hb23 hb25 hb34 et hb25 hb31 hb34, ainsi que chez le quadruple
mutant zfhd, est environ deux fois plus petite que chez les plantes contréles (Col-0). Ces
résultats viennent étayer ceux obtenus en conditions in vitro, les multiples mutants comprenant
les mutations hb25 et hb34 présentent un retard de croissance qui est observable du stade

plantule, jusqu’a la jeune plante.

Suite a 'analyse de ces résultats, nous avons jugé qu’il était important de réaliser une nouvelle
série de croisements, afin d’obtenir le double mutant hb25 hb34 ; que nous avons récemment
caractérisé a I’état homozygote. Dans la suite de cette étude morphologique des mutants zfhd,
le phénotype du double mutant hb25 hb34 sera donc observé a plusieurs stades clés du
développement. Pour compléter notre étude, et associer une fonction plus précise a chaque
ZFHD, certains paramétres ont également été mesurés chez les simples mutants hb23, hb25,
hb31 et HB34. Cette caractérisation morphologique complémentaire est d’autant plus
intéressante, puisque nous ne pouvons pas écarter le fait que certains ZFHD puissent avoir
un rdle d’activateur de la croissance, alors que d’autres membres de cette famille pourraient

avoir une fonction répressive.

De ce fait, j’ai complété I'analyse en mesurant la surface foliaire des simples mutants zfhd et
du double mutant hb25 hb34. Fait intéressant, les simples mutants hb23, hb25, hb31 et hb34
ont tous une surface foliaire plus petite que celle des plantes contréles (Fig. 68B). Le double
mutant hb25 hb34 présente également un sévére retard de croissance avec une surface
foliaire nettement affectée, tout comme le quadruple mutant, ainsi que les triples mutants zfhd,
en comparaison a des plantes contréles (Fig. 68B et C). Ces résultats indiquent que HB25 et
HB34 exercent un rble prédominant dans le contréle de la croissance chez Arabidopsis

thaliana.
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Figure 67. Etude de la croissance du systéme racinaire chez les mutants zfhd.

Trois paramétres morphologiques du systéme racinaire ont été mesurés chez des plantules
contrOles (Col-0) et mutées zfhd dgées de 14 jours, cultivées en jours longs (16h lumiére /
8h obscurité) a une intensité lumineuse standard. (A) Moyenne de la longueur de la racine
primaire, (B) somme de la longueur des racines secondaires et (C) nombre de racines
secondaires. La distribution des valeurs est représentée sous forme de boxplot et la
moyenne de chaque paramétres pour chaque lignée, est indiquée par une barre noire
horizontale a l'intérieur de chaque rectangle. L’analyse statistique (n compris entre 7 et 20)
a été réalisée a I'aide d’un test de Kruskal-Wallis (A et B) ou a I'aide d’un test de Welch (C),
p < 0,05. Les résultats d’'un second réplica sont présentés en Fig. S11.
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3.4. Analyse de la transition florale

Dans la continuité de I'’étude morphologique, nous avons ensuite analysé la transition florale
chez les simples et les multiples mutants zfhd. Le fait que HB30, et possiblement d’autres
ZFHD, soient fortement accumulés dans le méristéme apical caulinaire a I'état végétatif et
inflorescentiel, suggére que les ZFHD pourraient étre impliqués dans le développement des

parties aériennes dés I’émergence de la hampe florale principale.

Nous avons observé qu’une combinaison des mutations pour hb25 hb34, chez les multiples
mutants zfhd, affecte la transition florale (Fig. 69A et B). Le double mutant hb25 hb34 est
fortement impacté, la transition florale intervient environ 9 jours aprés les plantes controles
(Fig. 69). Cependant, il est admis que le parameétre clé qui détermine le temps de floraison est
le nombre de feuilles rosettes, et non I’age de la plante, au moment de l'initiation de la hampe
florale. Dans notre étude, le nombre de feuilles semble étre identique chez toutes les
combinaisons de multiples mutants, en comparaison a des plantes contréles (Fig. S12). Nous
pouvons donc en conclure qu’'une mutation des genes ZFHD n’entraine pas spécifiquement
un retard de floraison, mais impacte la croissance de la plante, du stade plantule jusqu’a

Pinitiation de la hampe florale.

3.5. Analyse détaillée du développement des parties aériennes

Pour rappel, lors du crible réalisé par le laboratoire, une interaction HB30-DELLA a été observé
a plusieurs reprises dans des apices caulinaires disséqués d’Arabidopsis. Nous avions alors
émis une hypothése selon laquelle les GA pourraient étre impliquées dans le développement
des parties aériennes des plantes, au moins en partie via des interactions DELLA-ZFHD.
L’ensemble des résultats obtenus jusqu’ici, notamment les patrons d’expression et
d’accumulation des ZFHD, soutiennent cette hypothése. Par conséquent, nous avons
caractérisé une série de parameétres au niveau des parties aériennes, apres le développement

de I'ensemble des ramifications et des inflorescences, chez des plantes adultes.

3.5.1. Hauteur finale des plantes

Dans un premier temps, la hauteur des plantes a été mesurée 14 jours aprés floraison. Le
quadruple mutant zfhd est environ 15% plus petit, en comparaison aux plantes contréles (Fig.
S13). Par la suite, la hauteur finale des plantes a été évaluée chez les multiples mutants zfhd,

agés de plus de 8 semaines, en mesurant la hauteur de la hampe florale principale. Nous
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Figure 68. Mesure de la surface foliaire chez les mutants zfhd.

La surface foliaire de plantes controles (Col-0) et mutées zfhd a été mesurée sur des
plantes 4gées de 24 jours (A) et 17 jours (B), cultivées en jours longs (16h lumiére / 8h
obscurité). La distribution des valeurs est représentée sous forme de boxplot, la surface
foliaire moyenne des plantes est indiquée par la barre noire a l'intérieur des rectangles.
L’analyse statistique a été réalisée a 'aide d’'un test Anova a deux facteurs suivi d’'une
comparaison de Tukey (A) ou a l'aide d’'un test de Kruskal-Wallis (B), p < 0,05. (C) Photos
représentatives d’une plante sauvage (Col-0), du double mutant hb25 hb34 et du quadruple
mutant hb23 hb25 hb31 hb34 dgées de 4 semaines.
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avons remarqué que la hampe florale principale est plus petite chez I'ensemble des multiples
mutants comprenant les mutations hb25 et hb34 (Fig. 70A). Le double mutant hb25 hb34 a
une hauteur finale identique a celle du quadruple mutant hb23 hb25 hb31 hb34, leur tige

dominante est environ 20% plus petite, en comparaison aux plantes contréles (Fig. 70B et C).

3.5.2. Etude de la ramification des parties aériennes

Pour réaliser une étude morphologique minutieuse de la ramification des hampes, je me suis
concentré uniquement sur le quadruple mutant hb23 hb25 hb31 hb34, en comparaison a des
plantes contréles. J’ai tout d’abord compté le nombre total de hampes florales, incluant la tige
principale, qui émergent de la rosette. Le quadruple mutant zfhd possede autant de hampes
florales secondaires, et qui sont également de méme longueur, que les plantes contrbles (Fig.
71A et B). Nous avons alors dénombré les branches secondaires qui émergent de ces hampes
florales. Qu'il s’agisse de la tige principale ou des hampes florales secondaires, le quadruple
mutant zfhd présente un nombre de branches secondaires identique aux plantes contréles
(Fig. 71C et D).

Enfin, la longueur du premier entre-nceud a été mesurée, sur la tige principale et sur les
hampes florales secondaires. Fait intéressant, le premier entre-nceud de toutes les hampes
florales est pratiquement 2 fois plus court chez le quadruple mutant hb23 hb25 hb31 hb34, en
comparaison aux plantes contréles (Fig. 71E et F). Une nouvelle étude morphologique, bien
que préliminaire, suggére que le double mutant hb25 hb34 présenterait un phénotype
semblable au quadruple mutant zfhd (Fig. S14). Suite a ces résultats, nous avons jugé qu’il

était pertinent d’approfondir cette analyse sur la longueur des entre-nceuds.

3.5.3. Mesure de la longueur des entre-nceuds

Alors que la longueur des entre-nceuds est Iégérement altérée chez les simples mutants zfhd,
elle est trés fortement impactée chez les multiples mutants. De maniére générale, la longueur
des 4 premiers entre-nceuds est réduite de moitié chez les multiples mutants zfhd comprenant
les mutations hb25 et hb34 (Fig. 72A). En faisant la somme de la longueur des 4 premiers
entre-nceuds, nous observons une différence moyenne de 7cm entre les plantes contrbles
(somme totale = 14cm) et les multiples mutants zfhd (somme totale = 7cm). Pour rappel, la
tige principale des multiples mutants comportant les mutations pour hb25 et hb34 est environ
15 a 20% plus petite, soit environ 7cm plus petite, que les plantes contréles (Fig. 70B). Ces

résultats mettent en évidence que la différence de taille observée chez les multiples mutants
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Figure 69. Analyse de la transition florale chez les mutants zfhd.

(A et B) Détermination du nombre jours moyens requis (aprés germination) pour que la tige
d’'une plante contréle (Col-0) ou mutée zfhd émerge du centre de la rosette (temps de
floraison). La valeur représentée sur I’histogramme indique le nombre de jours nécessaires
pour que 50% de la population soit en fleur, pour chaque génotype. Les plantes analysées
dans cette expérience ont été cultivées en jours longs (16h lumiére / 8h obscurité). (C)
Photos représentatives d’'une plante sauvage (Col-0) et du quadruple mutant hb23 hb25
hb31 hb34 agées de 5 semaines.
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zfhd est principalement liée a la longueur de leurs entre-nceuds. D’aprés nos observations
préliminaires, la longueur de la seconde partie de la hampe florale, celle qui comporte les
siliques, pourrait étre légérement affectée, mais dans une moindre mesure, chez les multiples

mutants zfhd (Fig. 72B).

Il est important de noter que la longueur des entre-nceuds n’affecte pas uniquement la hauteur
finale des plantes, elle contréle également '’émergence des branches secondaires. Chez les
multiples mutants zfhd, étant donné que tous les entre-nceuds sont plus courts, les points

d’émergence de toutes les branches secondaires sont ainsi affectés.

Pour conclure, les multiples mutants zfhd présentent un retard de croissance, ils sont plus
petits a cause d’'une diminution de la longueur des entre-nceuds et le développement des
parties aériennes est également impacté. Ces traits phénotypiques leur conférent un aspect
plus compact et buissonnant, en d’autres termes, trapu, rappelant le phénotype des mutants

GA décrits précédemment dans l'introduction de cette étude (Fig. 9).

4. Stratégies alternatives pour obtenir des mutants hypomorphes ou nuls pour les génes
HB30 et HB33

Bien que nous ayons pu définir I'impact morphologique associé a une mutation de plusieurs
ZFHD d’intéréts, les génes HB30 et HB33, pour lesquels il n’existe aucun mutant nul
d’insertion T-DNA dans les collections, sont des candidats clés pour notre étude. Nous avons
donc entrepris plusieurs stratégies complémentaires, afin d’obtenir des mutants nuls, ou

hypomorphes, pour HB30 et HB33.

4 1. Les micro-ARN artificiels

Une premiére stratégie repose sur la génération de plusieurs micro-ARN artificiels (amiR)
ciblant HB30 seul ou en combinaison avec d’autres ZFHD, comme HB23, HB33 et HB34.
Aprés avoir introduit les constructions chez Arabidopsis thaliana (fond génétique Col-0), nous
avons directement analysé l'effet de I'expression des amiR sur les génes ciblés (effet
dominant), par qRT-PCR, chez les plantes transformées de premiére génération.
Malheureusement, nous n’avons pas obtenu une extinction suffisante lorsque I'amiR cible
plusieurs ZFHD. Cependant, un amiR ciblant exclusivement le géene HB30 montre une
réduction d’environ 70% de I'expression du géne, en faisant une moyenne de plusieurs lignées

indépendantes exprimant cet amiR (Fig. S15). Bien que ces lignées amiR ne présentent pas
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Figure 70. Mesure de la hauteur finale des mutants zfhd.

La hauteur finale de la hampe florale principale a été mesurée chez des plantes controles
(Col-0) et chez plusieurs multiples mutants zfhd (A et B), 4gés de plus de 8 semaines,
cultivés en jours longs (16h lumiére / 8h obscurité). La distribution des valeurs est
représentée sous forme de boxplot, et la hauteur moyenne de chaque génotype est
indiquée par une barre noire horizontale a l'intérieur du rectangle. L’analyse statistique (n
compris entre 19 et 24) a été réalisée a I'aide d’un test Anova a deux facteurs suivi d’'une
comparaison de Tukey (A et B), p < 0,05. (C) Photos représentatives d’'une plante sauvage
(Col-0), des simples mutants hb25 et hb34, du double mutant hb25 hb34 et du quadruple
mutant hb23 hb25 hb31 hb34 dgées de 8 semaines.
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de phénotype particulier (probablement lié a la redondance fonctionnelle), nous avons montré
que I'expression d’un amiR pouvait étre une bonne stratégie pour réduire I'expression de

HB30.

4.2. La technique du CRISPR-Cas9

Nous avons initiée une autre stratégie pour obtenir des mutants nuls hb30 et hb33 (au contraire
de la stratégie amiR), basée sur la méthodologie CRISPR-Cas9. Pour cela, nous avons
introduit chez Arabidopsis, a la fois dans un fond génétique Col-0 et chez le quadruple mutant
hb23 hb25 hb31 hb34, une construction (comprenant des ARN guides) ciblant spécifiquement
ces deux génes. Ces nouvelles lignées transgéniques sont en cours d’analyse et nous

espérons pouvoir caractériser prochainement un sextuple mutant zfhd.

4.3. La fusion d’'un domaine SRDX pour convertir HB30 en répresseur

En paralléle, une troisiéme stratégie a été employée, pour visualiser I'effet de la perte d’activité
de HB30 en fusionnant un motif répresseur EAR (SRDX) au géne codant pour HB30 (Hiratsu
et al., 2003). Pour rappel, nous avions identifié précédemment que HB30 était un activateur
de la transcription, a l'aide des tests d’activité transcriptionnelle (Chapitre 2, Partie 3.2).
D’aprés nos connaissances sur cette famille multigénique, et en se basant sur la littérature, il
est fort probable que HB30 hétérodimérise avec d’autres ZFHD pour activer la transcription de
genes cibles (Tan and Irish, 2006). Ainsi, en convertissant HB30 en facteur répresseur, cet
outil présente un avantage considérable, il va permettre de réprimer de maniére dominante la
transcription de tous les génes cibles de HB30 et d’autres ZFHD ayant une fonction

redondante.

Plusieurs clonages ont été initiés (p35S:HB30-SRDX et pHB30:HB30-SRDX), sans avoir la
possibilité d’obtenir des transformants primaires, aprés transformation d’Arabidopsis thaliana.
Dans le but de contourner une probable |étalité des transformants primaires, suspectée, et qui
serait liée a une forte expression du facteur répresseur HB30-SRDX, une construction dont
'expression de HB30-SRDX est induite par ajout d’cestradiol, a été introduite chez

Arabidopsis.

Au cours de la sélection des transformants, des lignées T2 pour cette construction ont pu étre
analysées sur milieu MS additionné d’cestradiol. Ces lignées présentent toutes des

phénotypes plus ou moins séveres. Nous avons facilement pu analyser la ségrégation de ces
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Figure 71. Analyse morphologique des hampes florales du quadruple mutant zfhd.
Pour analyser les effets des mutations hb23 hb25 hb31 hb34 sur le développement des
hampes florales, différents parametres morphologiques ont été mesurés chez la plante
contrdle (Col-0) et le quadruple mutant hb23 hb25 hb31 hb34 agés de plus de 8 semaines,
cultivés en jours longs (16h lumiére / 8h obscurité). (A) Nombre total de hampes florales,
(B) hauteur moyenne des hampes florales secondaires, (C) nombre de branches
secondaires sur la hampe florale principale, (D) nombre total de branches secondaires sur
les hampes florales secondaires, (E) longueur du premier entre-nceud sur la hampe florale
principale, et (F) longueur du premier entre-nceud sur les hampes florales secondaires.
L’analyse statistique (n compris entre 22 et 24) a été réalisée a I'aide d’'un test de Kruskal-
Wallis (A, B et C), a I'aide d’un test de Welch (E) et a 'aide d’un test Anova a deux facteurs
suivi d’'une comparaison de Tukey (D et F), p < 0,05. Les résultats d’un second réplica sont
présentés en Fig. S14.
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lignées, car il était aisé de discerner les plantes sensibles (ayant intégré notre construction
HB30-SRDX et présentant un arrét de croissance) des plantes insensibles a I'cestradiol
(plantes sauvages) (Fig. 73A). Pour contrble, nous avons récolté séparément les plantes dites
« sensibles » et « insensibles » pour chacune des lignées, dans le but de réaliser des analyses
gRT-PCR. Comme attendu, I'expression du géne HB30 est plus forte (pour toutes les lignées
indépendantes analysées), chez les plantes sensibles a I'cestradiol par rapport a celles qui ne
montrent pas de phénotype. Pour rappel, les plantes sensibles a I'cestradiol, expriment a la
fois 'endogéne HB30 et le transgéne HB30-SRDX au contraire des plantes insensibles qui
n’expriment que I'endogene. Pour la suite de I'étude, nous avons sélectionné la lignée HB30-

SRDX #25 présentant un phénotype modéré (Fig. 73A).

Afin de définir les conditions d’induction de cette lignée, nous avons ensuite réalisé une
cinétique aprés application d’cestradiol. Les résultats montrent que HB30-SRDX est détecté
dés 2 heures aprés induction, et atteint une expression maximale 8 heures apres induction
(Fig. 73B). En paralléle, nous avons confirmé que I'application d’cestradiol n’affectait pas

I’expression de HB30 (endogéne) chez les plantes controles (Fig. 73B).

Bien que la construction HB30-SRDX soit fortement exprimée (et induise un fort arrét de
croissance), il est important de vérifier qu’elle soit fonctionnelle. Pour ce faire, nous avons
analysé I'expression de 3 génes (EFR1, HB2 et PIF7) qui sont, dans un contexte génétique
sauvage, régulés de maniere positive par les facteurs de transcription ZFHD (d’aprés Perrella
et al., 2018). Les analyses qRT-PCR mettent en évidence que ces 3 génes sont réprimés,
suite a une induction a I'cestradiol, chez la lignée HB30-SRDX #25 (Fig. 73C). Au contraire,
chez une lignée qui surexprime HB30 (voir partie 5 ci-apres), la transcription de ces 3 génes
cibles augmente fortement, en comparaison a des plantes controles (Fig. 73C). La

construction HB30-SRDX est donc bien fonctionnelle.

En conclusion, méme si la stratégie Crispr-Cas9 pour obtenir des mutants nuls hb30 et hb33
est toujours en cours de développement, nous avons pu développer deux outils majeurs : un
amiR permettant de diminuer I'expression de HB30 d’environ 70% et une construction
permettant de convertir HB30 en un facteur répresseur. Ces outils pourront étre utilisés pour
affiner les résultats de I’étude morphologique réalisée sur les mutants zfhd et définir la fonction

biologique des interactions ZFHD-DELLA au cours du développement des plantes.

Résultats 149



>
>

—_
N

IS Position de

g 12 I'entre-nceud

a (1 = en contact

®g 10 avec le sol)
o

Sc

1

)

own

I of

S 0

0 >

i . oF

» O

>

. m-

(o))

c

o

- 0

Col-0 hb23 hb25 hb31 hb34 hb25 hb23 hb25 hb23
hb34 hb25 hb31 hb25

hb34 hb34 hb31

hb34

hb23 hb25

Col-0 hhb25 hb34 hb31 hb34

Figure 72. Mesure de la longueur des entre-nceuds chez les mutants zfhd.

A. La longueur des entre-nceuds, sur la hampe florale principale, a été mesurée chez des
plantes contréles (Col-0) et chez plusieurs multiples mutants zfhd. Les plantes
analysées dans cette expérience sont dgées de plus de 8 semaines et ont été cultivées
en jours longs (16h lumiére / 8h obscurité). L’écart-type pour chaque condition (n
compris entre 19 et 22) est indiqué.

B. Photos représentatives de la hampe florale principale d’'une plante sauvage (Col-0), du
double mutant hb25 hb34 et du quadruple mutant hb23 hb25 hb31 hb34 agés de plus
de 8 semaines.
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5. Etude de I'impact d’'une suraccumulation de HB30 sur la croissance des plantes

Pour approfondir notre étude sur la fonction des ZFHD, nous avons également entrepris la
construction de lignées surexpresseurs pour différents ZFHD sélectionnés en chapitre 3. Alors
que les lignées surexpresseurs pour HB23, HB25 et HB29 et HB34 sont en cours d’obtention,

des lignées p35S:HB30-GFP ont déja été obtenues et caractérisées.

Lors d’'une premiére étape de sélection, j’ai analysé le niveau d’expression de HB30 au sein
de différentes lignées transgéniques indépendantes. Toutes ces lignées surexprimaient HB30
avec un facteur de 2 a 12 par rapport aux plantes contréles (Fig. 74A) ; la lignée #27 montrant
le plus fort niveau d’expression. Pour étendre I’étude, j'ai analysé le niveau d’expression de
HB30 chez d’autres lignées indépendantes, et fait intéressant, j'ai observé qu’il y avait une
stricte corrélation entre le niveau d’expression de HB30 et la croissance de la plante (Fig. 74B).
En effet, une forte accumulation de HB30 affecte grandement le développement des plantes,
entrainant un arrét total de la croissance apres une initiation trés rapide d’une hampe florale
chétive. Il est donc impossible d’obtenir une lignée stable accumulant fortement HB30, puisque
les plantes sont stériles. La lignée p35S:HB30-GFP #27, bien qu’elle ne puisse pas étre
caractérisée a I’état homozygote stable, est actuellement un des meilleurs candidats que nous
possédons et qui pourra étre utilisé pour de futures expériences. Par ailleurs, nous avons déja
utilisé avec succes la lignée #27 dans la partie précédente de cette étude, pour analyser

I’expression de génes cibles de HB30.

6. Discussion du chapitre 4

Aprés la caractérisation des simples mutants hb23, hb25, hb31 et hb34, nous avons obtenu
par croisements, plusieurs multiples mutants zfhd, dont le quadruple mutant hb23 hb25 hb31
hb34. Pour conclure quant aux analyses morphologiques réalisées sur ces mutants zfhd, il
semblerait que HB25 joue un rdle important tout au long du développement de Arabidopsis.
Quand HB25 et HB34 sont mutés en combinaison, le phénotype semble davantage marqué.
Nous pensons, d’aprés ces analyses, que les FT HB25 et HB34 sont des activateurs de la
transcription, comme HB30. Le FT HB31 pourrait avoir un role répresseur, nous avons vu dans
plusieurs analyses que le triple mutant hb25 hb31 hb34 a toujours un phénotype moins
marqué, alors qu’il y a bien la combinaison hb25 hb34. Le triple mutant hb23 hb31 hb34, qui
ne possede pas la mutation pour HB25, a presque toujours un phénotype identique au contrdle

au cours des différents stades de développement analysés.
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Figure 73. Etude fonctionnelle de la construction inductible HB30-SRDX.

Les résultats présentés dans cette figure ont été obtenus par analyse qRT-PCR.

L'efficacité des amorces a été fixée arbitrairement a 2. L’erreur standard indique la

variabilité technique de la gRT-PCR (n=3).

A. Des plantes de la lignée transgénique HB30-SRDX #25 de seconde génération (lignée
ségrégant T2) ont été cultivées pendant 14 jours sur milieu MS avec 50 yM cestradiol.
Deux populations de plantes sont visibles: 3% de petites plantes (inhibition de
croissance) et un % de plantes de tailles équivalentes a des plantes contréles (Col-0).
En noir, expression relative de HB30 chez les grandes plantes (fixé arbitrairement a 1)
et en orange, I'expression de HB30 chez les plantes naines, sensibles a I'cestradiol.

B. Expression relative de HB30 au cours d’une cinétique d’induction a I'cestradiol (Oh a
24h) chez des plantules (aAgées de 10 jours a la fin de la cinétique) sauvages (Col-0, a
gauche) et chez la lignée T2 HB30-SRDX #25 (a droite). L’expression de HB30 est
fixée arbitrairement & 1 au TO de l'induction. Les plantes ont été cultivées 9 jours sur
milieu MS solide puis 24h en milieu MS liquide (avec ou sans cestradiol).

C. Expression relative de 3 génes cibles potentiels de HB30 (Perrella et al., 2018) chez la
lignée T2 HB30-SRDX #25 (a gauche, chez des plantules insensibles ou sensibles a
I’'cestradiol) et chez une lignée surexprimant HB30 (a droite, en comparaison a des
plantes contr6les Col-0). La valeur de chaque géne cible a été fixé arbitrairement a 1,
chez des plantes insensibles (a gauche) ou chez les plantes contréles Col-0 (a droite).
Les plantes ont été cultivées 14 jours sur milieu MS solide (avec ou sans cestradiol).
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Pris dans leur ensemble, ces résultats ont révélé un réle clé des ZFHD, au stade plantule, sur
la croissance de I'hypocotyle et le développement du systéme racinaire. La fonction des ZFHD
ne s’arréte pas la, ils sont également impliqués dans le développement de Arabidopsis a des
stades plus avancés, notamment au stade rosette (végétatif) ou au cours de la transition
florale. Enfin, les ZFHD contrdlent le développement des parties aériennes (hauteur et
ramification des plantes) chez Arabidopsis, en régulant principalement la longueur des entre-
nceuds. Les phénotypes de retard de croissance observés chez les lignées surexpresseurs
HB30 suggérent également I'implication notoire des ZFHD dans la croissance des plantes. En
reprenant I'ensemble des résultats, et en considérant que les DELLA séquestrent les ZFHD
pour bloquer leur activité transcriptionnelle, il est vraisemblable que la signalisation GA
controle le développement des plantes, en partie, via son effet sur les FT ZFHD.

Les stratégies alternatives évoquées dans ce chapitre sont autant d’outils complémentaires
qui seront pertinent pour affiner la fonction biologique des ZFHD tout en définissant le role
précis de HB30. Pour rappel, en plus d’étre le ZFHD le plus fortement exprimé dans les
inflorescences, HB30 a été identifié comme interagissant aux protéines DELLA a partir d’ADNc
provenant d’inflorescences d’Arabidopsis. |l sera donc intéressant de se focaliser davantage
sur cet aspect morphologique, pour de futures analyses phénotypiques visant a définir la

fonction biologique des interactions HB30-DELLA.

Chapitre 5 : Caractérisation du régulon ZFHD et implication de la voie de signalisation
des GA dans sa régulation

1. Introduction du chapitre 5

Les études moléculaires et morphologiques réalisées dans les chapitres précédents ont mis
en évidence I'implication des interactions ZFHD-DELLA dans la modulation de la croissance
des plantes, a plusieurs stades clés du développement. Dans ce dernier chapitre, nous avons
étudié le régulon (cibles directes et secondaires) du complexe transcriptionnelle ZFHD-
DELLA.

Tout d’abord, une analyse RNA-seq a permis d’identifier plusieurs génes candidats (potentiels
cibles directes des ZFHD) qui sont décrits dans la littérature pour leur réle a différents stades
clés du développement. Nous avons recherché I’élément cis consensus reconnu par les ZFHD
(Fig. 52), dans les régions promotrices de I'ensemble des génes candidats. En paralléle, pour

préciser le régulon ZFHD, une caractérisation des cibles secondaires a été conduite.
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Figure 74. Caractérisation des lignées surexpresseurs pour HB30.

A. Expression relative de HB30, déterminée par qRT-PCR a partir d’ARN totaux issus de
plantules agées de 14 jours, chez plusieurs lignées indépendantes exprimant la
construction p35S:HB30-GFP (transformants primaires). Le niveau d’expression de
HB30 chez les différentes lignées, normalisé a partir de deux génes de référence, est
relatif au niveau d’expression de HB30 chez des plantes contrdles (Col-0), fixé
arbitrairement a 1 en utilisant le logiciel LightCycler480 1.5.0 SP3. L’efficacité des
amorces a été fixée arbitrairement a 2 pour cette expérience. L’erreur standard indique
la variabilité technique de la gqRT-PCR (n=3).

B. En bas, Immuno-détection des protéines HB30-GFP a l'aide d’un anticorps anti-GFP
dans des extraits protéiques totaux issus de différentes lignées indépendantes
exprimant la construction p35S:HB30-GFP (lignées différentes de celles analysées en
A). La quantité totale de protéines déposée dans chaque puits est mise en évidence
par une coloration au bleu de Coomassie. En haut, photo représentative des plantes
transgéniques agées d’environ 5 semaines, analysées par Western Blot.
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Aprés avoir confirmé les génes cibles des ZFHD, I'analyse de l'effet des GA sur le régulon
ZFHD devient primordiale. Dans I'attente de ces résultats, j'ai observé les conséquences de
'accumulation d’une protéine DELLA non dégradable (gai), dans les territoires d’expression

des ZFHD (expression ectopique de gai), sur le développement d’Arabidopsis.

2. Caractérisation du régulon ZFHD par RNA-seq

Pour étudier le régulon ZFHD, c’est a dire caractériser 'ensemble des génes régulés par les
ZFHD (cibles directes et indirectes), nous avons déterminé le transcriptome de lignées dont
I'activité transcriptionnelle d’'un ZFHD est altérée. Etant donné que les ZFHD reconnaissent et
interagissent au méme élément cis (Fig. 52), nous présumons que leur fonction est déterminée
par leur patron d’expression plutét que par leur activité, méme si nous ne pouvons pas exclure,
a ce stade de I'étude, que certains ZFHD puissent avoir une activité transcriptionnelle plus ou
moins élevée (ou opposée), que d’autres (voir Discussion du Chapitre 4 des résultats). Dans
ce contexte, nous avons choisi d’effectuer I'étude transcriptomique avec deux lignées
transgéniques différentes (étudiées dans le chapitre précédent), qui expriment de maniere
constitutif HB30. La premiére est la lignée inductible pXVE:HB30-SRDX qui présente le double
avantage d’exprimer de maniére conditionnelle HB30-SRDX (aprés induction a I'cestradiol) et
de réprimer de maniére dominante (via le domaine répresseur SRDX) la transcription de génes
cibles, méme en présence de ZFHD endogeénes fonctionnellement redondants (mimant ainsi,
un multiple mutant zfhd). La deuxiéme lignée utilisée, qui est complémentaire a la premiere,
surexprime HB30 (p355:HB30-GFP). Si la premiére lignée a pour objectif principal d’identifier
les cibles directes des ZFHD (aprés induction courte a l'cestradiol), la seconde tentera
d’identifier les cibles secondaires (méme si en théorie, les deux lignées permettront d’identifier
a la fois des cibles directes et secondaires). Pour simplifier la compréhension des résultats,
les deux lignées seront ci-aprées dénommées HB30-SRDXind (lignée pXVE:HB30-SRDX
induite) et HB30OE (lignée p35S:HB30-GFP). J'utiliserai le terme DEG pour définir les génes
différentiellement exprimés, et les termes UP et DOWN pour indiquer les groupes de génes

qui sont induits ou réprimés, respectivement.

Méme si I'étude est axée principalement sur le développement des parties aériennes de la
plante, nous avons fait le choix de caractériser le régulon ZFHD au stade plantules (agées de
10 jours) essentiellement pour deux raisons. La premiere et principale raison, est qu'il est
extrémement difficile d’induire efficacement a I'cestradiol des plantes adultes cultivées en terre.

Au contraire, ce systéme fonctionne efficacement en culture liquide in vitro, aprés des temps
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Figure 75. Génes différentiellement exprimés déterminés par RNA-seq.

A. L’ensemble des genes différentiellement exprimés (DEG) chez la lignée pXVE:HB30-
SRDX induite a I'cestradiol (24h) en comparaison a la lignée pXVE:HB30-SRDX non-
induite (log,FC, axe des abscisses) sont représentés par des points en fonction du —
Log,o(p-valeur ajustée).

B. L’ensemble des genes différentiellement exprimés (DEG) chez la lignée p35S:HB30-
GFP en comparaison aux plantules contréles Col-0 (log,FC, axe des abscisses) sont
représentés par des points en fonction du —Log,(p-valeur ajustée).

La ligne horizontale indique le seuil significatif pour les DEG (p < 0,05). Les génes régulés

positivement ou négativement sont indiqués avec des points rouges ou bleus,

respectivement (seuils log,FC < -1 et > +1). Les génes qui ne sont pas différentiellement
exprimés sont indiqués par des points gris. Les Volcano plots présentés dans cette figure
ont été obtenus a l'aide du logiciel VolcaNoseR. FC : Fold Change.
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de cinétique courts, de quelques heures a plusieurs jours. La deuxiéme raison du choix
d’étudier le régulon au stade plantule, repose sur le fait que les ZFHD sont fortement exprimés
a ce stade de développement (dans I'hypocotyle, le méristeme caulinaire, les cotylédons et la
racine) et que les multiples mutants zfhd montrent de sévéres phénotypes de croissance au
stade plantule. L’analyse transcriptomique, effectuée par RNAseq (réalisée par la société
Microsynth), a donc été faite au stade plantules de 10 jours cultivées in vitro, en condition jours
longs (16h de lumiére / 8h d’obscurité), a 22°C. Les plantules HB30-SRDX ont été cultivées
pendant 9 jours sur milieu MS gélosé puis transférées en milieu MS liquide (contrdle non induit)
ou supplémenté avec 50 uM d’cestradiol. Méme si HB30-SRDX est induit dés les premiéres
heures aprés incubation des plantules dans I'cestradiol, le pic d’expression est observé aprés
8-12h (Fig. 73B). Pour caractériser un maximum de génes cibles, nous avons opté de faire le
RNAseq sur des plantules induites a I'cestradiol pendant 24h (reprenant la méthode effective,
d’'une autre étude réalisée avec la lignée pXVE :TCP3-SRDX (Koyama et al., 2010)). Les
plantules HB30OE (et Col-0 pour contréle), quant a elles, ont été cultivées pendant 10 jours
sur milieu MS gélosé, dans les mémes conditions que les plantules HB30-SRDX. Les ARN
totaux préparés au laboratoire a partir de 3 réplicats biologiques pour chacune des 4 modalités
(HB30-SRDXind et HB30-SRDX, HB30OE et Col-0), ont été envoyés a la compagnie, aprés
vérification de leur intégrité au BioAnalyser, pour séquencage par lllumina Novaseq. 1 627
627 616 reads (de 51 bases de longueur moyen) ont été obtenus au total. Une analyse en
composantes principales ou PCA (Principal Component Analysis) a été réalisée a partir des
données obtenues pour I'ensemble des modalités de I'expérience (Fig. S16). Les résultats de
la PCA confirment que les transcriptomes de nos réplicats biologiques sont trés similaires. Par
ailleurs, cette analyse statistique met en évidence que le traitement a I'cestradiol chez les
lignées HB30-SRDX correspond au facteur majeur (Principal Component 1), responsable des

différences observées entre les transcriptomes.

La premiere analyse globale révéle que I'induction de HB30-SRDX induit I'expression de 2900
genes et réprime celle de 500 genes (seuil log,FC fixé a +1 et -1, respectivement, avec une
p-valeur ajustée < 0,05) (Fig. 75A). A titre de contréle, HB30 est retrouvé dans la liste des
genes fortement induits (log.FC=4,65), correspondant a HB30-SRDX. La seconde analyse
révéle que la surexpression de HB30 induit I'expression de 540 génes et réprime celle de 612
genes (seuil logoFC +1 et -1, respectivement, avec une p-valeur ajustée < 0,05) (Fig. 75B). Le

géne HB30 est également retrouvé induit (log.FC=4,86).
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HB30-SRDXind DOWN HB30OE UP

1.9e-03 Plant organ morphogenesis 2.4e-03 Cell wall polysaccharide metabolic proc.
1.26-03 Root morphogenesis 7.7e-04 Hemicellulose metabolic proc.
1.2e-03 Root development 9.5e-04 Xyloglucan metabolic proc.

1.4e-03 Root hair cell differentiation . .
: : 2.6e-03 Polysaccharide metabolic proc.
1.4e-03 Trichoblast maturation 8.56-06 Cell wall biogenesis

1.4e-03 Cell maturation

2.0e—02 Anatomical structure maturation 2.6e—07 Plant-type cell wall organization or biogenesis
1:99_02 Plant epidermis development 2.7e-05 Plant-type cell wall organization
0e-04 Plant epidermal cell differentiation 1.8e-06 External encapsulating structure organization
.0e-04 Root epidermal cell differentiation 9.0e-07 Cell wall organization )
7e—04 Trichoblast differentiation 8.7e—-08 Cell wall organization or biogenesis
L—1.2e-02 Response to auxin 7.7e-04 Cellular oxidant detoxification
.7e-04 External encapsulating structure organization 2.8e-05 Hydrogen peroxide catabolic proc.
.7e-04 Cell wall organization 7.7e-04 Reactive oxygen species metabolic proc.
7.1e-03 Plant-type cell wall organization 8.6e—04 Cellular response to toxic substance
1.8e-02 Xyloglucan metabolic proc. 2.6e-03 Detoxification
11.9e-02 Cytokinin metabolic proc. C 5.1e-03 Response to toxic substance
15.5e—-03 Cytokinin biosynthetic proc. 6.5e-05 Response to oxidative stress

Figure 76. Analyse comparative entre les DEG DOWN, chez HB30-SRDXind et les
DEG UP, chez HB30OE.

A

Diagramme de Venne représentant les DEG DOWN chez HB30-SRDXind (log,FC < -1)
et les DEG UP chez HB30OE (log2FC > 1); avec p-valeur ajustée < 0,05. Pour chaque
condition, deux informations sont indiquées : le nombre de DEG et le % des DEG
totaux associé. Le diagramme de Venne présenté a été obtenu a I'aide du logiciel
VENNY v2.1.

Analyse fonctionnelle par GO (Gene Ontology) des DEG ayant un log,FC < -1 chez
HB30-SRDXind tout en ayant un log2FC > 1 chez HB30OE; avec p-valeur ajustée <
0,05. L’analyse d’enrichissement GO permet de regrouper les DEG par rapport a leurs
fonctions biologiques. Un arbre de classification hiérarchique résume les corrélations
entre les principales fonctions listées. Le diamétre du point bleu représente la
significativité de la p-valeur. Les analyses GO ont été réalisées a I'aide du logiciel
ShinyGo v0.76.

Analyse fonctionnelle par GO des DEG ayant un log,FC < -1 chez HB30-SRDXind et
qui ne sont pas induits chez HB30OE; avec p-valeur ajustée < 0,05.

DEG : Génes différentiellement exprimés ; FC : Fold Change ; GO : Gene Ontology.
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2.1. Recherche de génes cibles candidats

Dans le but de déterminer les génes cibles directs des ZFHD, une analyse comparative a été
réalisée entre les DEG DOWN chez HB30-SRDXind et les DEG UP chez HB30OE. Cette
analyse a permis de dresser une liste de 85 génes co-régulés (8,9% des DEG totaux) (Fig.
76A). Ces genes sont des cibles directes hautement probables. Une analyse d’enrichissement
GO (Gene Ontology), permettant de regrouper les DEG par rapport a leurs fonctions
biologiques, révéle que ces 85 génes appartiennent essentiellement a deux groupes
fonctionnels ayant un réle dans la synthése et I'organisation de la paroi cellulaire, et a un degré

moindre, dans la réponse aux stress oxydants/ROS (dérivés réactifs de 'oxygene) (Fig. 76B).

Par ailleurs, dans cette méme analyse comparative, nous avons identifié 415 DEG réprimés
uniquement chez HB30-SRDXind (ces génes ne sont pas retrouvés chez HB30OE). Il s’agit
donc de génes cibles candidats, mais avec une certitude moins élevée. L’analyse GO réalisée
sur ces 415 DEG, réveéle que ces génes sont principalement impliqués dans I'organisation de
la paroi cellulaire, dans la différenciation cellulaire mais également dans le développement

racinaire et dans la réponse aux hormones (auxine et cytokinine) (Fig. 76C).

Par ailleurs, parmi les 500 DEG DOWN identifiés chez HB30-SRDXind (85 + 415), nous
retrouvons une liste de quelques génes exercant des roles importants a différents stades clés
du développement. Parmi ces genes, nous avons identifié par exemple 3 génes, CLE2, CLE4
et CLE7 codant pour des polypeptides appartenant a la famille CLAVATA3/EMBRYO
SURROUNDING REGION-RELATED (CLE), composée de 32 génes. Les peptides CLE, bien
gu’ils ne soient pas tous caractérisés, sont connus pour jouer un réle important dans différents
processus développementaux ; ils ont également un rle de médiateurs en réponse aux stress
environnementaux (revu par Fletcher, 2020). Un autre candidat, le géne BTS5, régulé par
'auxine, code pour la protéine BTB AND TAZ DOMAIN protein 5 (BT5), appartenant a une
famille de 5 membres chez Arabidopsis (BT1-BT5), et impliquée dans le développement des
graines (Robert et al.,, 2009). A des stades plus précoces du développement, le géne
RADIALIS-LIKE SANT/MYB 1 (RSM1) joue un réle important dans le développement
embryonnaire et le développement des plantules (Yang et al.,, 2018). Le géne ASL5, un
homologue des génes Asymetric leaves(AS)/Lateral organ boundary (LOB), contrble quant a
lui le développement des feuilles et la dominance apicale (Nakazawa et al., 2003). Plus
intéressant, nous avons identifié 2 génes qui semblent particulierement pertinent dans le cadre
de la thése. Le géne MACCHI-BOU 4 (MEL4) code pour une protéine qui régule la distribution

des PIN, contrélant ainsi le transport polarisé de I'auxine, ainsi que le développement des
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HB30-SRDXind DOWN

25,3% des DEG
possédent
I’élément cis
recherché dans la
région promotrice
(=3,3 motifs/DEG
possédant au
moins un motif)

41,5% des DEG
possédent
I’élément cis
recherché dans la
région promotrice*
(=1,6 motifs/DEG
possédant au
moins un motif)

HB30OE UP

15,8% des DEG
possédent
I’élément cis
recherché dans la
région promotrice
(=3,7 motifs/DEG
possédant au
moins un motif)

I MTTA 5x

Motif recherché

Figure 77. Recherche du motif reconnu par les ZFHD chez les génes cibles
candidats.

Diagramme de Venne représentant les DEG DOWN chez HB30-SRDXind (log,FC < -1) et
les DEG UP chez HB30OE (log2FC > 1) qui ont été analysés dans cette expérience in
silico. Pour chaque condition, le motif indiqué a été recherché spécifiguement dans les
séquences de 1000 paires de base en amont du départ de transcription de chaque DEG.
Deux parameétres ont été étudiés, le nombre de DEG possédant I'élément cis (en %) dans
chaque condition puis le nombre moyen d’élément cis retrouvé chez ces DEG (p-valeur <
0,0001 et E-valeur < 10). Le motif recherché a été défini aprés avoir aligné les éléments cis
reconnus par plusieurs ZFHD (Fig. 52). La fréquence aléatoire d’apparition des nucléotides
utilisée lors de la recherche de I'élément cis est la suivante : A 0.275 C 0.225 G 0.225 T
0.275. Les régions promotrices ont été obtenus a l'aide du logiciel Sequence Bulk
Download et la recherche d’élément cis a I'aide des logiciels FIMO et MAST v.5.4.1. Le
diagramme de Venne présenté a été obtenu a I'aide du logiciel VENNY v2.1. DEG : Génes
différentiellement exprimés

*La liste des éléments cis identifiés chez les DEG co-régulés (41,5%) est disponible (Fig.
S17).
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plantes (Furutani et al.,, 2011). Le géne CUC2, codant pour un facteur de transcription,
constitue également une cible d’intérét, car il limite la croissance au niveau des feuilles et du
méristéme apical caulinaire en inhibant la prolifération cellulaire (Li et al., 2020). Enfin, il
convient de noter que dans cette liste de génes cibles candidats, est aussi retrouvé GA3ox1,
qui code pour une enzyme impliquée dans la derniére étape du métabolisme GA (Hu et al.,
2008a; Mitchum et al., 2006).

Pour aller plus loin dans I'analyse des génes cibles, nous avons recherché dans un deuxiéme
temps, la présence d’au moins un élément cis reconnu par les ZFHD (défini en Fig. 52) dans
la région promotrice (1000 paires de base en amont du départ de la transcription) de tous les
genes cibles candidats. Lors de I'analyse comparative entre les DEG DOWN chez HB30-
SRDXind et DEG UP chez HB30OE, nous avions obtenu une liste de 85 génes ; des cibles
directes hautement probables (Fig. 76A). Parmi 82 géenes analysés dans cette liste (nous
n‘avons pas obtenu les séquences promotrices de 3 génes), 41,5% d’entre eux (34/82)
possédent au moins un élément cis reconnu par les ZFHD dans leur région promotrice (Fig.
77). Au contraire, parmi les 415 genes exclusivement réprimés chez HB30-SRDXind (Fig.
76A), seuls 25,3% d’entre eux (104/411) possédent au moins un élément cis. Une analyse
similaire a été faite sur les 455 DEG exclusivement induits chez HB30OE (Fig. 76A), seuls
15,8% des génes possedent au moins un élément cis dans leur promoteur (70/444; Fig. 77).
Pris dans leur ensemble, ces résultats suggérent fortement que la liste des DEG DOWN chez
HB30-SRDXind est enrichie en cibles directes, alors que celle des DEG DOWN et UP chez
HB30OE contient essentiellement des cibles secondaires. Il est important également de noter,
que si la liste des DEG DOWN chez HB30-SRDXind est enrichie en élément cis, le ratio
motif/géne reste identique pour chacune des listes. Enfin, fait important, tous les DEG
précédemment sélectionnés pour leur fonction importante au cours du développement (CLE,
BT5, ASL5, MEL4, CUC2, GA30x1) contiennent tous dans leur région promotrice la présence

d’au moins une copie de I'élément cis reconnu par les ZFHD (Fig. 77).

Si nous nous sommes intéressés jusqu’a présent aux DEG DOWN chez HB30-SRDXind, il y
a néanmoins, a notre grande surprise, une majorité de DEG UP pour cette condition (2900
genes ; Fig. 75A). Dans le but de déterminer s’il s’agit ou non, de cibles secondaires, nous
avons conduit deux analyses comparatives, entre les DEG UP chez HB30-SRDXind, et les
DEG UP ou DOWN chez HB30OE (Fig. 78). L’analyse GO réalisée sur les DEG qui sont a la
fois UP chez HB30-SRDXind et UP chez HB30OE (179 génes co-régulés), montre que ces

genes sont principalement impliqués dans la réponse au stress hypoxique (Fig. 78A) ; ces
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3.6e-02 Glycosinolate metabolic proc.
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3.6e-02 Glucosinolate metabolic proc.
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3e—26 Cellular response to hypoxia
—1.1e-17 Response to chitin

1.3e-26 Response to oxygen—containing compound
9.4e-16 Response to salicylic acid

.0e-31 Response to other organism

.0e-31 Response to external biotic stimulus

.0e-31 Biological proc. involved in interspecies interaction between organisms
1.6e-23 Response to external stimulus
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6.1e-19 Immune response
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Figure 78. Analyse comparative entre les DEG UP, chez HB30-SRDXind et les DEG

UP ou DOWN, chez HB30OE.

A. Diagramme de Venne et analyse par GO (Gene Ontology) des DEG UP chez HB30-
SRDXind (log,FC > 1) et des DEG UP chez HB30OE (log,FC > 1).
B. Diagramme de Venne des DEG UP chez HB30-SRDXind (log,FC > 1) et des DEG

DOWN chez HB30OE (log,FC < -1).

C. Analyse par GO de I'’ensemble des DEG UP chez HB30-SRDXind.

Pour les diagrammes de Venne : Pour chaque condition, deux informations sont indiquées
: le nombre de DEG et le % des DEG totaux associé. Les diagrammes de Venne présentés
ont été obtenu a I'aide du logiciel VENNY v2.1.

Pour I'analyse fonctionnelle par GO : L’analyse d’enrichissement GO permet de regrouper

les DEG par rapport a

leurs fonctions biologiques. Un arbre de classification hiérarchique

résume les corrélations entre les principales fonctions listées. Le diamétre du point bleu
représente la significativité de la p-valeur. Les analyses GO ont été réalisées a l'aide du
logiciel ShinyGo v0.76. DEG : Genes différentiellement exprimés.

162




genes sont probablement des cibles secondaires. En paralléle, I'analyse GO réalisée sur les
DEG qui sont a la fois UP chez HB30-SRDXind et DOWN chez HB30OE (131 génes co-
régulés), n'a pas permis d’identifier de fonctions communes précises pour ces génes (Fig.
78B). Pour finir, nous avons conduit une analyse GO sur 'ensemble des 2900 DEG UP chez
HB30-SRDXind (Fig. 78C). Fait intéressant, les fonctions surreprésentées sont associées aux
réponses au stress biotique et abiotique (p-valeur la plus faible). L’expression de la majorité
de ces génes est donc vraisemblablement associée au traitement a I'cestradiol permettant
d’induire I'expression de la construction HB30-SRDX. Nous retrouvons tout de méme des
genes dont la fonction est associée aux réponses a I’hypoxie, ces genes pourraient étre des

cibles secondaires.

2.2. Recherche de cibles secondaires

Dans la partie précédente, nous avons identifié un certain nombre de génes pouvant étre des
cibles secondaires (notamment parmi les DEG UP chez HB30-SRDXind) et qui ont un rdle
dans la réponse a I'hypoxie. Pour affiner la recherche de cibles secondaires, nous avons
effectué une analyse GO sur les DEG UP et DOWN, identifiés chez HB30OE (Fig. 79). Une
premiére analyse GO, sur les 540 DEG UP chez HB30OE, indique qu’un grand nombre de
genes ont un réle dans la réponse au stress hypoxique (Fig. 79A). Nous retrouvons également
des genes impliqués dans la réponse a la déficience nutritionnelle au niveau racinaire. Une
seconde analyse GO, sur les 612 DEG DOWN identifiés chez HB30OE, n’a pas permis
d’identifier de fonctions principales pour ces génes, nous retrouvons une muliitude de
fonctions associées a la détoxification des radicaux oxygénés, au transport d’ions ou a la

réponse au stress (Fig. 79B).

3. Effet de 'accumulation d’une protéine DELLA non-dégradable, dans les territoires
d’expression d’un ZFHD, sur le développement d’Arabidopsis

Une fois que nous aurons confirmé les génes cibles des ZFHD, identifiés a I'aide de 'approche
transcriptomique, nous pourrons analyser rigoureusement I'effet des GA sur le régulon ZFHD
par des approches pharmacologiques. Dans I'attente de ces résultats, j’ai entrepris le clonage
d’une construction permettant d’exprimer une protéine DELLA non-dégradable (gai, Peng et
al., 1997) dans les territoires d’expression de HB23. Le promoteur du géne HB23 est idéal
pour cette stratégie car il fortement actif a plusieurs stades de développement (Fig. 59), en
plus d’étre un proche homologue de HB30. Par ailleurs, nous possédons un mutant nul

d’insertion T-DNA pour le géne HB23, ce qui nous a permis de corréler les phénotypes
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Figure 79. Analyse des DEG UP ou DOWN chez HB30OE - Recherche de cibles

secondaires des ZFHD.

A. Analyse par GO (Gene Ontology) de I'ensemble des DEG UP chez HB30OE (log,FC >

1).

B. Analyse par GO de I'ensemble des DEG DOWN chez HB30OE (log,FC <-1). .

L’analyse d’enrichissement GO permet de regrouper les DEG par rapport a leurs fonctions
biologiques. Un arbre de classification hiérarchique résume les corrélations entre les
principales fonctions listées. Le diamétre du point bleu représente la significativité de la p-
valeur. Les analyses GO ont été réalisées a 'aide du logiciel ShinyGo v0.76. DEG : Génes

différentiellement exprimés.
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observés. Aprés transformation des plantes, j'ai sélectionné deux lignées transgéniques
accumulant a des niveaux différents la protéine DELLA non-dégradable, et suivi leur
développement (Fig. 80A). J’ai analysé la surface foliaire, ainsi que la transition florale chez
ces deux lignées (#1 et #2), en comparaison a des plantes contréles (Col-0) et au quadruple
mutant hb23 hb25 hb31 hb34. La lignée #1, accumulant fortement gai, présente une surface
foliaire nettement plus petite, en comparaison aux plantes contréles Col-0 (Fig. 80A). Aussi, la
transition florale est fortement impactée chez la lignée #1, avec un retard d’environ 8 jours par
rapport aux plantes contrbles (Fig. 80B). Ces phénotypes morphologiques sont moins sévéres

chez la lignée #2, qui exprime plus modérément gai.

En conclusion, une forte accumulation de la protéine gai, dans les territoires d’expression de
HB23, réprime le développement des plantes. Ces résultats sont cohérents avec le fait que
les protéines DELLA inhibent I'activité transcriptionnelle des ZFHD (Fig. 56) ; les phénotypes

observés sont similaires aux multiples mutants zfhd.

4. Discussion du chapitre 5

Des études antérieures démontrent que le géne GA30x2, codant pour une enzyme de la voie
de biosynthése des GA, est induit chez le surexpresseur HB25 (Bueso et al., 2014). Dans le
cadre de notre étude, nous avons démontré que le géne GA3ox1, codant pour une enzyme
ayant la méme fonction que GA30x2, se trouve réprimé quand HB30-SRDX est induit, ce qui
étaye I'hypothése que les ZFHD pourraient moduler la biosynthése des GA. Par ailleurs, il a
été démontré que les surexpresseurs HB25 accumulaient davantage de GA bioactives (GA;
et GA,) en comparaison a des plantes contréles (Bueso et al., 2014). Fait intéressant, les
auteurs de cette étude ont également mis en évidence que les génes codant pour les FT
contrélant le niveau d’expression de GA30x1 et GA30x2, ne sont pas différentiellement régulés
chez le surexpresseur HB25 ; laissant penser que GA30x2 pourrait étre une cible directe de
HB25. Ces résultats confortent notre hypothése que GA30x1 serait aussi une cible directe de
HB30. Buesco et coll. ont également démontré qu’un grand nombre de génes fortement induits
chez le surexpresseur HB25, en comparaison a des plantes contrbles, sont également induits
en réponse aux GA. lls ont pu dresser une liste de 24 DEG co-régulés (Bueso et al., 2014).
Parmi cette liste, nous retrouvons dans notre étude deux génes également induits (At5g48850,
et plus faiblement At1g14970) chez HB30OE, et le géne At1g29090, réprimé chez HB30-
SRDXind.
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Figure 80. Expression ectopique d’'une DELLA non-dégradable, dans les territoires

d’expression de HB23.

A. La surface foliaire a été mesurée chez des plantes contrles (écotype Col-0), le
quadruple mutant hb23 hb25 HB31 hb34 et chez deux lignées transgéniques
pHB23:gai. 1-RFP (#1 et #2). Les plantes analysées dans cette expérience (n compris
entre 22 et 23) sont gées de 24 jours et ont été cultivées en jours longs (16h lumiéere /
8h obscurité). La répartition des valeurs est indiquée grace au boxplot et la barre noire
horizontale dans le rectangle indique la moyenne propre a chaque condition. L’analyse
statistique a été réalisée a l'aide d'un test Anova a deux facteurs suivi d’une
comparaison de Tukey, p < 0,05. A droite en haut, photos représentatives d’'une plante
sauvage (écotype Col-0) et des deux lignées pHB23:gai.1-RFP (#1 et #2), agées de 5
semaines. A droite en bas, Immuno-détection des protéines gai.1-RFP (anticorps anti-
RFP) par Western Blot, dans des extraits protéiques totaux issus des plantes contréles
(Col-0) et des lignées #1 ou #2. La quantité totale de protéines déposées dans chaque
puits est mis en évidence par une coloration au bleu de Coomassie.

B. Graphique représentant le nombre de jours, apres germination, nécessaire aux lignées
pHB23:gai.1-RFP pour entrer en floraison, en comparaison au quadruple mutant hb23
hb25 hb31 hb34 et aux plantes contréles (Col-0). Le temps de floraison pour un
génotype est validé des lors que la hampe florale a émergé du centre de la rosette chez
au moins 50% de la population. Les plantes analysées dans cette expérience ont été
cultivées en jours longs.

50% de la population en floraison
(nombre de jours apres germination)
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Dans I'ensemble, cette analyse transcriptomique nous a permis d’identifier un nombre
important de génes cibles candidats des ZFHD. Outre leur régulation transcriptionnelle, un
grand nombre d’entre eux contiennent dans leur région promotrice au moins une copie de
’élément cis. Nous avons également pu affiner la fonction biologique du complexe
transcriptionnel ZFHD-DELLA, en mettant en évidence que les ZFHD contrdlent la
transcription de génes impliqués dans la synthése et l'organisation de la paroi, dans le
développement racinaire, dans les réponses hormonales (auxine et cytokinine) ou encore
dans la réponse a I'hypoxie.

Nous allons prochainement metire en place des expériences de retard sur gel ou
d'immunoprécipitation de la chromatine pour valider une interaction entre les ZFHD et une
séquence de la région promotrice (contenant I'’élément cis reconnu par les ZFHD) des génes

candidats les plus pertinents.

Dés lors que nous aurons validé plusieurs génes cibles des ZFHD, nous pourrons déterminer
I'effet des GA sur le régulon ZFHD. Nous pourrons réaliser des traitements avec des GA
bioactives ou du paclobutrazol (un inhibiteur de la biosynthése des GA), sur le matériel
génétique généré tout au long de mes travaux de thése, tout en suivant I'expression des génes

cibles des ZFHD par qRT-PCR.
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Partie 1. Effet des protéines DELLA sur I’activité transcriptionnelle d’une nouvelle
famille de DIP, les Zinc-Finger Homeodomain (ZFHD).

Les protéines DELLA interagissent avec les FT ZFHD. Les résultats de cette étude
suggerent que les 14 ZFHD interagissent trés probablement avec les 5 protéines DELLA, chez
Arabidopsis thaliana. Néanmoins, il sera nécessaire de confirmer que HB23, HB29, HB31 et
HB33, qui sont des FT intéressants pour notre étude, interagissent avec les DELLA. Pour ce

faire, des mesures de FRET-FLIM pourront facilement étre réalisées.

Nous avons démontré que les protéines DELLA interagissaient via leur domaine LHR1 a
’lhoméodomaine (HD) des ZFHD. Le motif LHR1 des DELLA est connu pour étre impliqué
dans les interactions DELLA-DIP (Van De Velde et al., 2017). Par ailleurs, il a également été
démontré que les DELLA interagissaient avec I’homéodomaine d’autres DIP, comme avec le
FT KNAT1 (Felipo-Benavent et al., 2018). Dans notre étude, nous avons utilisé des versions
tronquées des DELLA pour cartographier les domaines engagés, néanmoins, cela affecte
probablement le repliement des DELLA et expose d’autres domaines qui pourraient conduire
a des interactions artéfactuelles en double-hybride chez la levure. Je trouve qu’il serait
pertinent d’6ter spécifiquement le domaine LHR1 par délétion, comme nous avons pu le faire
pour les ZFHD. D’autre part, cette stratégie permettrait d’identifier précisément si un autre
domaine est engagé dans la stabilité de l'interaction ZFHD-DELLA, en 6tant séquentiellement

les différents domaines de la protéine DELLA.

Concernant les ZFHD, nous avons démontré que leur homéodomaine s’associait avec les
DELLA et qu'il était nécessaire a cette interaction. Cependant, toutes les protéines ayant un
homéodomaine n’interagissent pas avec les DELLA, constat qui souligne que d’autres motifs
protéiques interviennent dans la stabilisation de linteraction ZFHD-DELLA. Le fait de
déterminer si des domaines annexes sont fréquemment engagés dans la stabilisation des
interactions ZFHD-DIP permettrait a I'avenir d’identifier plus efficacement de nouveaux DIP,

notamment a 'aide d’analyse in silico.

Les DELLA inhibent Il'activité transcriptionnelle des ZFHD. Par une approche
combinatoire, avec des expériences de retard sur gel et des tests d’activité transcriptionnelle
en systéme luciférase, nous avons démontré que RGA séquestrait HB30 en interagissant avec
son domaine de liaison a ’ADN (HD). Ces résultats suggerent que les DELLA séquestrent

I’ensemble des ZFHD, inhibant ainsi, leur capacité a se fixer au promoteur de génes cibles ;
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ce qui étaye le mode d’action majeur des DELLA, établit dés 2008, avec de nombreux facteurs
de transcription (Feng et al., 2008; de Lucas et al., 2008; Van De Velde et al., 2017).

Ensuite, nous avons mis en évidence que les ZFHD HB25, HB29, HB30 et HB34 se
comportaient comme des activateurs de la transcription, a l'aide de tests de Iactivité
transcriptionnelle avec le systéme luciférase. Par ailleurs, lors de I'analyse morphologique du
double mutant hb25 hb34, nous avons observé un sévére retard de croissance a plusieurs
stades clés du développement. Ces résultats suggérent que les FT HB25 et HB34 pourraient
étre des activateurs de la transcription de génes favorisant la croissance. Les résultats obtenus
récemment par RNA-seq, ainsi que ceux présentés dans la littérature, viennent étayer cette
hypothése. En effet, méme si nous n’avons pas encore confirmé qu’il s’agissait de cibles
directs des ZFHD, nous avons pu voir que plusieurs génes, dont I'expression est induite chez
le surexpresseur HB25 (Bueso et al., 2014), sont également induits chez le surexpresseur

HB30, ou réprimés suite a I'induction de la construction HB30-SRDX.

Néanmoins, les analyses phénotypiques du quadruple mutant hb23 hb25 hb31 hb34 laissent
supposer que HB31 pourrait étre un répresseur de la croissance. Il est donc souhaitable de
tester 'activité transcriptionnelle des FT HB31 et HB34, a I'aide du systéme luciférase. Cette
information permettra une meilleure compréhension des phénotypes observés au sein des
différentes combinaisons de multiples mutants, tout en étant utile, si de nouvelles approches

génétiques doivent étre mises en place.

Les ZFHD reconnaissent un élément cis commun dans les promoteurs de génes cibles.
Pris dans leur ensemble, nos résultats soutiennent I'idée qu’'une majorité de ZFHD sont des
activateurs de la transcription qui réguleraient I'expression de génes communs. Il ne serait pas
surprenant que les ZFHD modulent I'expression de génes cibles communs car les bases de
données publiques indiquent que les éléments cis, reconnu par plusieurs ZFHD, sont trés
similaires (Fig. 52, analyse DAP-seq). Nous sommes maintenant convaincus que la majorité
des ZFHD reconnaissent le consensus, que nous avons défini dans notre étude
(TTCATTAATTACGT), dans la région promotrice des génes cibles, pour activer leur
transcription. De plus, lors de 'analyse RNA-seq, nous avons observé que cet élément cis
était surreprésenté dans les régions promotrices des génes cibles candidats de HB30 (41,5%

des génes).
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Des expériences de retard sur gel attestent qu’une mutation dans le motif TAAT, par ailleurs
parfaitement conservé dans I'ensemble des élément cis reconnus par les ZFHD, conduit a une
perte de linteraction ZFHD-ADN. Pour étayer ces résultats, nous avons récemment fait
synthétiser, par I'entreprise Genscript, une construction comprenant un multimére de la
version mutée de I'élément cis TTCATGGGTTACGT qui pourra étre utilisé dans de prochaines
expériences en systeme luciférase (au lieu de TTCATTAATTACGT, utilisé jusqu’a présent).
Pour définir si des différences plus subtiles existent dans les éléments cis reconnus
spécifiquement par certains ZFHD, des expériences d'immunoprécipitation de la chromatine

pourront étre entreprises.

La dimérisation des ZFHD module leur activité transcriptionnelle. Il a été démontré que
les ZFHD pouvaient former des hétérodiméeres ou des homodimeéres, en interagissant via leur
domaine Zinc-Finger (ZF), pour moduler leur sélectivité a 'ADN (Tan and Irish, 2006;
Windhével et al., 2001). Nous avons démontré pour la premiére fois, a travers cette étude, que

les ZFHD hétérodimérisaient et homodimérisaient in planta.

Cependant, seule I'activité transcriptionnelle d’homodimeéres ZFHD a été testée a ce jour, a
I'aide du systéme luciférase. |l serait intéressant d’exprimer de maniére transitoire les ZFHD,
que nous avons validé en tant qu’activateurs de la transcription (HB23, HB25, HB29 et
probablement HB34), en combinaison, pour observer I'effet d’'une hétérodimérisation des

ZFHD sur leur activité transcriptionnelle.

Les ZFHD peuvent également dimériser avec les MINI ZINC FINGER (MIF), des protéines qui
possédent uniquement un domaine ZF ; 3 protéines MIF ont été identifiées chez Arabidopsis
(Hu and Ma, 2006). Pour exemple, MIF1 bloque la capacité de liaison a ’ADN de HB33 en
favorisant la formation d’hétérodimere MIF1-HB33 (Hong et al., 2011). Alors qu’'un dimeére
ZFHD pourrait activer la transcription de génes cibles, la formation d’un hétérodimeére ZFHD-
MIF, au contraire, bloque la liaison a 'ADN des ZFHD. Il serait intéressant d’étudier ce
mécanisme, chez les ZFHD d’intéréts pour cette étude, a savoir HB23, HB25, HB30, HB31,
HB33 et HB34. Ces différents ZFHD pourront étre exprimés de maniére transitoire chez
Nicotiana benthamiana, seuls ou en combinaison avec un MIF, dans le but de tester I'activité

transcriptionnelle des ZFHD a I'aide du systeme luciférase.

En conclusion, I'activité transcriptionnelle des ZFHD est régulée a deux niveaux. Si l'interaction

d’un ZFHD avec un MIF empéche la formation d’un dimére ZFHD, l'interaction d’'un ZFHD ou
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d’un dimére ZFHD avec une DELLA bloque l'interaction des ZFHD aux promoteurs de génes
cibles. Dans ce contexte, on peut se demander si ces deux mécanismes de régulation
coexistent au sein d’'une méme cellule ou d’un tissu. Ainsi, il conviendrait de comparer
précisément les patrons d’expression des 5 DELLA et des 3 MIF, afin de déterminer s’ils sont
exprimés en méme temps et dans les mémes tissus que les ZFHD. Une approche génétique

pourra éventuellement étre initi€e en fonction de ces résultats.

Une redondance fonctionnelle est observée chez les ZFHD. Les génes ZFHD ont des
séquences en acides nucléiques tres conservées chez Arabidopsis thaliana (Fig. 45) etles FT
ZFHD possédent deux domaines (ZF et HD), mais également des motifs (LALP et EDST) qui
sont conservés chez les différents membres (Hu et al., 2008b). L’analyse combinatoire que
nous avons réalisée indique que plusieurs ZFHD sont exprimés a chaque stade de
développement et a des niveaux différents (Fig. 59). Plusieurs d’entre eux, comme HB23,
HB30 et HB33 ont une expression intense dans la majorité des stades de développement
analysés par qRT-PCR (plantules, feuilles de rosettes et inflorescences). L’ensemble de ces
résultats indique que les ZFHD sont sujets a une redondance fonctionnelle. Ce phénomeéne
pourrait s’avérer étre un frein dans notre étude sur la fonction biologique des interactions
ZFHD-DELLA. Nous avons donc décidé d’éteindre plusieurs génes ZFHD, que nous avions

jugé important pour notre étude, dans le but d’obtenir des multiples mutants zfhd.

La redondance fonctionnelle des ZFHD pourrait notamment expliquer les résultats de Tan and
Irish, (2006), relatifs a I'absence d’altérations phénotypiques chez les simples mutants HB23,
HB25, HB31 HB32, HB33 et HB34. J’ai malgré tout pu démontrer, au cours de cette étude et
en réalisant des analyses morphologiques trés précises, que les simples mutants zfhd
présentent de légéres altérations phénotypiques. La longueur de I'hypocotyle (Fig. 66), la
surface foliaire (Fig. 68B), la transition florale (Fig. 69) et la longueur des entre-nceuds (Fig.
72A) sont Iégerement affectées chez certains simples mutants zfhd analysés (hb23, hb25,

hb31 et hb34), en comparaison a des plantes contrbles.

Pour mieux caractériser cette redondance fonctionnelle et comprendre les phénotypes
observés, il conviendrait de réaliser une nouvelle étude de I'expression génique des 14 ZFHD
chez les multiples mutants zfhd récemment caractérisés, notamment chez le quadruple mutant
hb23 hb25 hb31 hb34. Une analyse préliminaire de I'expression génique avait d’ailleurs mis

en évidence qu’une compensation se mettait en place chez le double mutant hb23 hb34 et
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chez le triple mutant hb23 hb31 hb34, avec au moins 6 génes ZFHD montrant une expression
induite (Fig. S10).

Partie 2. Role de I'interaction ZFHD-DELLA sur le développement des plantes.

Role du complexe ZFHD-DELLA sur le développement embryonnaire. Il est admis que les
GA jouent un rble important dés le développement embryonnaire, un mutant de biosynthése
des GA (mutant ga1-3) présente, entre autres, des cotylédons moins développés et un axe
embryonnaire plus petit (Hu et al., 2018). Il a été récemment mis en évidence que les DELLA
interagissaient avec LEAFY COTYLEDONT1 (LECH1), un régulateur clé de I'embryogénése,
pour inhiber son activité transcriptionnelle. En présence de GA, la dégradation des DELLA
permet la libération de LEC1 qui promeut alors I'accumulation d’auxine pour faciliter la
croissance des plantes (Hu et al., 2018). Dans notre étude, nous avons observé que HB30
était fortement exprimé et accumulé au niveau embryonnaire, dans les cotylédons et la
radicule, chez Arabidopsis (Fig. 61). De plus, je n’ai jamais pu obtenir de plantules exprimant
le répresseur HB30-SRDX (sous le contréle d’'un promoteur constitutif ou endogene), étayant
ainsi I'hypothése que HB30 joue un rdle crucial dans le développement embryonnaire. D’un
autre coté, 'analyse RNA-seq a mis en évidence que I'expression du géne RADIALIS-LIKE
SANT/MYB 1 (RSM1) était induite par HB30, et ce géne pourrait étre une cible directe des
ZFHD. Le géne RSM1 est connu pour son role dans le développement embryonnaire, tout
comme au stade plantule (Yang et al., 2018). Ainsi, le complexe transcriptionnel ZFHD-DELLA
pourrait étre impliqué, en synergie avec le complexe LEC1-DELLA, dans le développement

embryonnaire.

Réle du complexe ZFHD-DELLA sur I’élongation de I’hypocotyle. La voie de signalisation
des GA, par lintermédiaire des DELLA, module de maniére notoire, I'’élongation de
I’hypocotyle. Le complexe BZR-ARF-PIF, décrit dans le chapitre 3 de I'introduction, contribue
largement dans I'expansion de I’hypocotyle. Les DELLA peuvent interagir avec chacun de ces
facteurs de transcription, et de ce fait, inhiber la formation du complexe BZR-ARF-PIF et
blogquer la transcription des génes cibles favorisant 'expansion cellulaire (Bai et al., 2012; Feng
et al., 2008; de Lucas et al., 2008; Oh et al., 2014; Bernardo-Garcia et al., 2014). Une étude
affirme qu’une lignée anti-sens hb25, permettant de réduire I'expression de HB25, présente
un hypocotyle plus court en comparaison a des plantes contrbles (Bueso et al., 2014). Nous
avons confirmé ces résultats avec le mutant nul hb25 et les analyses phénotypiques ont par

ailleurs démontré que les multiples mutants zfhd présentent un hypocotyle plus court que celui
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du simple mutant hb25. Le FT HB25 pourrait avoir un rle majeur dans I'’élongation de
’hypocotyle et d’autres ZFHD comme HB23, HB31 et HB34 auraient une fonction similaire et
additive, mais dans une moindre mesure. Pris dans leur ensemble, ces résultats suggérent
fortement que les complexes transcriptionnels ZFHD-DELLA exerceraient un réle dans

’expansion cellulaire, au niveau de I’hypocotyle.

Role du complexe ZFHD-DELLA sur le développement du systéme racinaire. La voie de
signalisation des GA intervient aussi dans la croissance et le développement racinaire. Une
accumulation des protéines DELLA inhibe la prolifération et I’élongation cellulaire en activant
I’expression d’inhibiteurs du cycle cellulaire (Achard et al., 2009; Ubeda-Tomas et al., 2009).

Les répresseurs nucléaires DELLA peuvent également séquestrer des FT, comme PIF ou
TCP, qui sont impliqués dans I'’expansion ou la prolifération cellulaire, respectivement
(Bernardo-Garcia et al., 2014; Daviere et al., 2014). Au cours d’'une analyse morphologique
du systéme racinaire, j'ai observé que le triple mutant hb23 hb25 hb34 présentait des racines
primaires et secondaires plus courtes, ainsi qu’un nombre inférieur de racines secondaires.
Bien que HB23 soit faiblement exprimé dans les racines, d’aprés les analyses qRT-PCR, il
semble étre fortement accumulé au niveau du systéme vasculaire des racines primaires et
secondaires, selon les colorations GUS. Par ailleurs, nos analyses RNA-seq soulignent que
HB30 favorise la transcription de génes impliqués dans le développement racinaire
(morphogénése et différenciation de I'épiderme racinaire) (Fig. 76C). Le géne HB30 est
exprimé dans la zone d’émergence, et dans le systéme vasculaire, des racines secondaires
(Fig. 62). Ces résultats suggérent que la voie de signalisation des GA modulerait le

développement du systeéme racinaire, en partie, via les interactions ZFHD-DELLA.

En paralléle, nous avons constaté que le géne HB29 était largement plus exprimé que les
autres ZFHD au niveau racinaire, laissant supposer un réle d’autant plus important dans la
croissance ou le développement des racines. Pour confirmer cette hypothese, une
construction convertissant HB29 en facteur répresseur (a I'aide d’une fusion du domaine
SRDX), a été récemment initiée au laboratoire. Alternativement, la stratégie Crispr-Cas9,
permettant d’obtenir un mutant nul hb29, pourrait également s’avérer pertinente pour étudier

la fonction biologique de l'interaction HB29-DELLA au cours du développement racinaire.
Role du complexe ZFHD-DELLA sur la hauteur des plantes. De précédentes études

démontrent que la voie de signalisation des GA, par l'intermédiaire des DELLA, régulait la

hauteur des plantes. Cependant, les mécanismes moléculaires dépendants des GA, impliqués
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dans le développement des parties aériennes, demeurent en partie inconnus. Le laboratoire a
néanmoins mis en évidence que les FT TCP, pouvant étre séquestrés par les DELLA,
activaient la transcription de génes impliqués dans le cycle cellulaire. Une interaction TCP-
DELLA affecte alors la longueur des entre-nceuds et donc de maniére plus générale, la
croissance des plantes (Daviére et al., 2014; Kieffer et al., 2011). Le laboratoire a démontré
plus récemment, a I'aide d’'un nouveau biosenseur, que la signalisation GA jouait un réle dans
le développement des entre-nceuds en contrdlant 'orientation des divisions cellulaires, au

niveau des régions inter-primordia (Shi et al., 2022).

Au cours de I'étude, nous avons constaté, a I'aide des analyses morphologiques effectuées,
que les entre-nceuds des multiples mutants zfhd étaient en moyenne deux fois plus petits que
ceux de plantes contréles. La formation de complexes transcriptionnels ZFHD-DELLA pourrait
également moduler la croissance des entre-nceuds, en synergie avec les complexes TCP-
DELLA. Cette observation permet d’affiner le réle de la voie de signalisation des GA dans la
régulation de la hauteur des plantes. Dans cette ligne, il serait pertinent de réaliser de
nouvelles colorations GUS, afin de définir précisément les patrons d’expression ou

d’accumulation de certains ZFHD au niveau des nosuds/entre-nosuds.

Role du complexe ZFHD-DELLA dans le développement des inflorescences. Le fait
d’avoir identifié une interaction HB30-DELLA, dans les apices disséqués lors du crible en
double-hybride, laisse supposer que les ZFHD jouent un réle dans le développement des
inflorescences. D’apres les analyses qRT-PCR, les profils d’expression des ZFHD semblent
étre identiques dans les inflorescences et les apices caulinaires disséqués, et HB30 et HB33
sont notamment abondamment exprimés. D’un autre c6té, selon les analyses de I‘activité
GUS, HB29 et HB30 semblent s’accumuler principalement dans les jeunes bourgeons floraux

et dans le filet des étamines.

L’élongation du filament des étamines requiert une régulation fine, afin que les anthéres
atteignent le stigmate du pistil, a un moment trés précis du développement chez les fleurs
(Cheng et al., 2004). Les GA contrlent ce processus développemental ; le mutant de
biosynthése ga1-3 présente des altérations phénotypiques importantes au niveau des organes
floraux, avec notamment une élongation restreinte des étamines (Cheng et al., 2004; Rieu et
al., 2007; Tyler et al., 2004). Récemment, une étude indique que les TCP de classe 1,
notamment TCP15, favorisaient la croissance des filaments des étamines (Gastaldi et al.,

2020). Fait intéressant, une surexpression de TCP15 permet de restaurer le phénotype des
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mutants déficients en GA. Nos résultats suggerent que HB29, HB30 et potentiellement
d’autres ZFHD, pourraient avoir une fonction similaire aux TCP de classe 1. Pour affiner le
rOle du complexe transcriptionnel ZFHD-DELLA dans ce processus développemental, de
nouvelles analyses phénotypiques en se focalisant davantage sur le développement des
organes inflorescentiels, devront étre réalisés chez le double mutant hb25 hb34 et le quadruple
mutant hb23 hb25 hb31 hb34.

Fonctions biologiques du complexe HB30-DELLA. Nous sommes convaincus que HB23,
HB25, HB31 et HB34 jouent un rdle important a plusieurs stades clés du développement chez
Arabidopsis. Cependant, les fonctions biologiques du complexe HB30-DELLA doivent
maintenant étre précisées. Tous les résultats que nous avons pu regrouper, au cours de cette
étude, suggérent que HB30 pourrait avoir un rble primordial dans le développement des
plantes. En effet, son expression dominante dans la majorité des stades de développement
analysés, devient spécifique dans les jeunes siliques. De plus, une accumulation du
répresseur HB30-SRDX, dés la germination de la graine, inhibe fortement le développement
des plantules (Fig. 73A). Enfin, les phénotypes des lignées surexpresseurs HB30 suggérent
gu’une modification de I'expression de HB30 affecte grandement le développement de

plantes ; une accumulation trop importante de HB30 pourrait étre 1étal pour la plante (Fig. 74B).

Dés lors que nous aurons obtenu un mutant hb30, si viable (a I'’état homozygote), a I'aide de
la stratégie Crispr-Cas9, nous nous attacherons a affiner le réle de complexe transcriptionnel
HB30-DELLA au cours du cycle de développement de la plante. Les patrons d’expression et
d’accumulation de HB30 indiquent sans nul doute la nécessité d’effectuer une analyse
morphologique détaillée, a tous les stades de développement. En attendant, il conviendra
d’analyser le phénotype des lignées amiR ciblant spécifiquement HB30, montrant une
réduction d’environ 70% de I'expression du géne HB30 (Fig. S15). Nous avons également la
possibilité de croiser la lignée amiR ciblant HB30 avec le quadruple mutant hb23 hb25 hb31
hb34, afin d’obtenir un quintuple mutant zfhd. Enfin, le phénotype du mutant hypomorphe

hb30.2 pourra étre caractérisé, en paralléle (Fig. 65).

Interconnexions entre le complexe ZFHD-DELLA et d’autres voies hormonales. Un
consensus étaye souvent l'idée que de multiples interconnexions complexes entre diverses
voies hormonales régissent grand nombre de processus développementaux. Pour exemple,
nous savons que la dominance apicale est contrblée majoritairement par l'auxine, les

cytokinines, les strigolactones et certains sucres (revu dans Barbier et al., 2017; Domagalska
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and Leyser, 2011; Sakr et al., 2018). Dans la méme ligne, nos analyses RNA-seq ont révélé
que le géne ASL5, un homologue des génes Asymetric leaves(AS)/Lateral organ boundary
(LOB), partageant une fonction dans la dominance apicale (Nakazawa et al., 2003), était induit
par HB30 ; suggérant que la voie de signalisation des GA agirait certainement dans ce

processus développemental.

De maniére générale, HB30 induit I'expression de plusieurs génes de réponse a l'auxine et
aux cytokinines (Fig. 76C). Ainsi, HB30 régule positivement le géne BTB AND TAZ DOMAIN
protein 5 (BT5), dont I'expression est aussi contrélée par I'auxine (Robert et al., 2009). De
plus, les ZFHD semblent activer la transcription du géne MACCHI-BOU 4 (MEL4), qui régule
la distribution des PIN permettant en conséquence de contréler le transport polarisé de I'auxine
(Furutani et al., 2011). Dés lors, la voie de signalisation des GA, via les interactions ZFHD-
DELLA capables de réguler la transcription de génes cibles clés, pourrait contrdler de fagon
synergique, certains processus développementaux définis comme étant dépendants de

'auxine.

Rétrocontrole positif des ZFHD sur la biosynthése de GA. Une étude antérieure révele
une induction du géne GA30ox2, codant pour une enzyme de la voie de biosynthése des GA,
chez le surexpresseur HB25 ; entrainant une accumulation plus importante des GA bioactives
(GA1 et GA,) chez ces lignées (Bueso et al., 2014). Dans notre étude, nous avons mis en
évidence que I'expression du géne GA3ox1, codant pour une enzyme ayant une fonction

similaire a GA30x2, est favorisée par HB30.

Les ZFHD pourraient ainsi mettre en place un rétrocontréle positif en régulant la biosynthése
de GA. En effet, si les ZFHD favorisent 'accumulation des GA bioactives, une déstabilisation
constante des répresseurs nucléaires DELLA serait assurée, permettant alors aux ZFHD de
ne plus étre séquestrés et de pouvoir réguler activement la transcription de génes cibles. En
intégrant le biosenseur de la signalisation GA récemment développé par le laboratoire (Shi et
al., 2022), dans un multiple mutant zfhd ou un surexpresseur ZFHD, nous pourrions aisément
identifier une variation du niveau d’accumulation des GA dans les organes dont le

développement est, en partie, sous le contréle du complexe transcriptionnel ZFHD-DELLA.
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La voie de signalisation des GA, a travers des interactions entre les répresseurs nucléaires
DELLA et des protéines régulatrices (DIP), contr6le une muliitude de processus
développementaux clés, chez les plantes. Les GA bioactives interviennent pour finement
réguler le niveau d’accumulation des protéines DELLA, en favorisant leur déstabilisation, et
permettre une levée de l'inhibition de la croissance. A ce jour, plusieurs dizaines de protéines
régulatrices, pouvant interagir avec les protéines DELLA (DIP), ont été identifiées, sans
toutefois expliquer pleinement I'action pléiotropique de la voie de signalisation des GA
(récemment revu par Xue et al., 2022). La majorité des DIP ayant été caractérisés (Tableau
S1) est impliquée dans la germination des graines ou dans le développement des plantules

(élongation de I'hypocotyle ou développement de la crosse apicale).

Dans le but d’identifier de nouveaux DIP impliqués spécifiquement dans le développement des
parties aériennes, le laboratoire a réalisé un crible en double-hybride a partir d’ADNc des
apices caulinaires disséqués d’Arabidopsis, et en utilisant une protéine DELLA comme proie.
Le facteur de transcription HB30, appartenant a la famille des Zinc-Finger Homeodomain
(ZFHD), composée de 14 membres, chez Arabidopsis thaliana (Fig. 34B), a été identifié et la
fonction de cette famille restait encore méconnue. Alors que le crible réalisé témoigne d’une
interaction ZFHD-DELLA au niveau des apices caulinaires, aucune étude publiée a ce jour ne
mentionne une interaction ZFHD-DELLA. Ces divers aspects ont fondé et suscité I'intérét
grandissant d’étudier cette nouvelle famille de DIP. Dans ce contexte, les objectifs principaux

de ma thése ont été définis, et deux grandes problématiques ont été soulevées :

1. Quelles sont les conséquences d’une interaction ZFHD-DELLA sur l'activité
transcriptionnelle des ZFHD ?

2. Comment I'interaction ZFHD-DELLA module le développement des plantes ?

Tout d’abord, j’ai mis en évidence qu’une majorité des FT ZFHD étaient des activateurs de la
transcription ; la formation d’hétérodimeres permettrait aux ZFHD une modulation plausible de
leur sélectivité de la liaison a 'ADN (Tucker and Wisdom, 1999). En combinant plusieurs
approches, j’ai révélé que les DELLA inhibaient I'activité transcriptionnelle des ZFHD, par un
mécanisme de séquestration, en interagissant avec leur domaine de liaison a '’ADN. En
présence de DELLA, bien que les ZFHD puissent toujours homodimériser ou hétérodimériser
via leur domaine Zinc-Finger, ceux-ci ne sont plus capables de se fixer sur I'élément cis
TTCATTAATTACGT. En outre, la fonction biologique des ZFHD serait définie principalement

par leur patron d’expression, plutot que par leur activité, car ces FT reconnaissent et

Conclusions générales et perspectives 191



pHB29:HB29-GUS pHB30:HB30-GUS

w
k1,5mml “ ¥ 1,5mm|

pTCP14:TCP14-GUS pTCP15:TCP15-GUS

Figure 81. Patrons d’accumulation de HB29, HB30, TCP14 et TCP15 au niveau des
inflorescences, chez Arabidopsis thaliana.

Photos représentatives de I'activité GUS de plusieurs lignées rapportrices traductionnelles
pZFHD:ZFHD-GUS ou pTCP:TCP-GUS (adapté de Kieffer et al., 2011.), au niveau des
inflorescences matures.

Pour les lignées ZFHD:GUS, les photos des colorations GUS ont été prises a la loupe
binoculaire. Les lignées utilisées présentent une insertion unique de la construction et les
photos ont été prises 18 heures apres le début de la réaction avec le substrat (X-gluc).
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interagissent au méme élément cis dans les régions promotrices de génes cibles,
probablement avec quelques nuances a définir (Fig. 52). Les profils d’expression des ZFHD
sont spécifiques et différents a chaque stade de développement, laissant néanmoins

apparaitre une redondance fonctionnelle.

Par la suite, des études moléculaires et morphologiques chez Arabidopsis ont mis en évidence
le réle clé des ZFHD pour la régulation de la croissance, dés le stade plantule et jusqu’au
développement des parties aériennes. La caractérisation du régulon ZFHD (cibles directes et
secondaires) a permis d’identifier un grand nombre de génes cibles candidats des ZFHD,
potentiellement impliqués dans la réponse aux stress oxydants/ROS, dans le développement
racinaire, dans les réponses hormonales (auxine et cytokinine) ou encore dans la réponse a
’hypoxie. Nonobstant, les génes regroupés en cibles directes hautement probables
appartiennent essentiellement a un groupe fonctionnel ayant un réle dans la synthése et
I’organisation de la paroi. L'interaction ZFHD-DELLA pourrait ainsi moduler la croissance des
plantes en contrélant I’élongation cellulaire, a plusieurs stades clés du développement. Les
altérations phénotypiques observées chez les mutants zfhd viennent étayer cette hypothése.
En effet, des multiples mutants zfhd présentent, entre autres, un hypocotyle plus court, et il
est admis que la croissance de I'hypocotyle est exclusivement assurée par un processus
d’expansion cellulaire (Oh et al., 2014). Par ailleurs, une étude démontre qu’une surexpression
de HBZ25 entrainait une augmentation de la taille des cellules au niveau du style des fleurs
(Bueso et al., 2014).

D’apreés les altérations phénotypiques observées chez les multiples mutants zfhd, au niveau
des parties aériennes, les ZFHD semblent avoir un réle essentiel dans la croissance des entre-
nceuds, en contrélant I'élongation cellulaire. Fait intéressant, le laboratoire a précédemment
démontré que le facteur de transcription TCP14 (identifié€ au niveau des apices caulinaires au
cours du méme crible que HB30), agissait de concert avec les ZFHD dans la croissance des
entre-nceuds, en activant la prolifération cellulaire. Il a été démontré que la présence de
protéines DELLA bloquait la capacité des TCP a activer la transcription de génes cibles
impliqués dans la régulation du cycle cellulaire (Daviére et al., 2014; Kieffer et al., 2011).
D’autre part, les profils d’accumulation de TCP14, et son proche homologue TCP15 sont trés
similaires a ceux des ZFHD, notamment au niveau des inflorescences ; avec une forte
expression dans les jeunes bourgeons floraux (Fig. 81). Pris dans leur ensemble, ces résultats

suggeérent que les complexes transcriptionnels ZFHD-DELLA et TCP-DELLA contréleraient de
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Figure 82. Fonctions biologiques du complexe transcriptionnel ZFHD-DELLA dans le

développement, chez Arabidopsis.

Schéma représentant le réle du complexe transcriptionnel ZFHD-DELLA. En présence de
GA, les protéines DELLA sont déstabilisées permettant aux ZFHD de pouvoir activer la
transcription de génes cibles en reconnaissant I’élément cis TTCATTAATTACGT dans leur
région promotrice. La formation de diméres ZFHD permet alors la transcription de genes
cibles ayant plusieurs fonctions biologiques importantes, dont la régulation de I’élongation
cellulaire. Les hétérodimeres ZFHD-MIF pourraient, au contraire, inhiber la transcription de

ces genes cibles.
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maniére concomitante, des processus développementaux communs en régulant,

respectivement et de fagon synergique, I’élongation ou la prolifération cellulaire.

Prochainement, des expériences de retard sur gel et d'immunoprécipitation de la chromatine
seront conduites, pour valider les genes cibles des ZFHD identifiés dans cette étude. L’effet
des GA sur le régulon ZFHD pourra alors étre analysé a I'aide d’approches moléculaires. Nous
analyserons par exemple I'expression des genes cibles des ZFHD par qRT-PCR, aprés
traitement GA ou paclobutrazol, sur le matériel génétique généré tout au long de mes travaux
de thése. Ces résultats permettront de repositionner la fonction biologique du régulon ZFHD

dans un contexte dépendant des GA.

Un des derniers objectifs, a plus long terme, sera d’étudier si les GA contribuent a I'adaptation
de la morphologie des plantes, face aux conditions changeantes de I'environnement, a travers
les interactions ZFHD-DELLA. Notoirement, les stress environnementaux (i.e. sécheresse,
froid, chaleur ou carence en nutriments) ont des effets dramatiques sur le développement
caulinaire et racinaire. D’apreés la littérature, 'expression des ZFHD semble en partie, étre sous
le contrble des facteurs environnementaux. Pour exemple, un stress hydrique va favoriser ou
réprimer I’expression de certains ZFHD (Fig. 41) (récemment revu par Bollier et al., 2022). La
sécheresse, ainsi que la carence nutritive (et en particulier 'azote) seront ainsi privilégiées.
En effet, une étude récente menée par le laboratoire et a laquelle j’ai contribué (Annexe 12),
montre que le nitrate (forme d’azote principalement assimilée par les plantes) régule la
biosynthése de GA et ainsi, la voie de signalisation des GA, et en conséquence, le
développement des plantes (Camut et al.,, 2021). Nous avons également observé que des
genes impliqués dans la réponse a la déficience nutritionnelle au niveau racinaire, pourraient
étre régulés par les ZFHD (Fig. 79A). Enfin, un nombre conséquent de génes cibles
secondaires du régulon ZFHD sont impliqués dans la réponse a I'hypoxie, il pourrait s’avérer
pertinent d’analyser le phénotype des multiples mutants zfhd, en réponse a une déprivation

de l'oxygéne.

Enfin, la hauteur des plantes est un trait agronomique faisant I'objet de nombreuses
recherches, dans le but d’améliorer le rendement des plantes cultivées. Il serait intéressant
d’identifier le réle de l'interaction ZFHD-DELLA dans ce processus développemental chez

d’autres espéces ayant un intérét agronomique.

Pris dans son ensemble, mon travail de thése a permis de caractériser une nouvelle famille

de DIP et ainsi, fournir des éléments nouveaux et essentiels, afin de mieux appréhender
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I’action pléiotropique de la voie de signalisation des GA sur le développement des plantes. En
regroupant I'ensemble des informations recueillies par nos travaux et les éléments de la
littérature, j’ai pu réaliser un schéma mettant en exergue le role du complexe ZFHD-DELLA

sur le développement a divers stades du cycle de vie, chez Arabidopsis (Fig. 82).
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Figure S1. Interactions entre les FT ZFHD et les protéines DELLA GAI et RGA en

systéme hétérologue chez la levure.

Résultats préliminaires des tests d’interaction présentés dans la figure 43. Résultats
d’interactions en double-hybride chez la levure, premier réplica obtenu. Les 14 facteurs de
HB34 sont testés par paires avec les deux protéines DELLA : GAI
et RGA. Les levures transformées sont cultivées sur milieu contréle sans leucine et
tryptophane (SD-LW) et sur milieu sélectif sans leucine, tryptophane, adénine et histidine
(SD-LWAH). Une croissance sur milieu sélectif ttmoigne d’une interaction entre les deux
protéines. Les vecteurs vides pGBKT7 et pGADT7 ont été inclus comme contrble négatif.
30°C. L’absence de co-

transcription de HB21 a

Les photos des levures ont été prises aprés 5 jours de culture a
transformants est indiquée par le symbole O.
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Figure S2. HB30 interagit avec la protéine DELLA RGA in planta, en systéme
transitoire.

Second réplica de I’expérience présentée dans la figure 46A. Les protéines HB30-RFP
et GFP-RGA ont été exprimées de maniere transitoire, 48 heures avant I'expérience, chez
Nicotiana benthamiana. L’utilisation de la technique FRET-FLIM a permis de mesurer le
temps de demi-vie de la GFP (en ns) dans minimum 50 noyaux pour chaque condition
(n>50). Le FRET entre deux conditions est exprimé en pourcentage ; un FRET>7%
témoigne d’une interaction protéine-protéine. L’analyse statistique a été réalisée a I'aide
d’un test de Welch, p < 0,05.
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Figure S3. HB30 interagit avec la protéine DELLA RGA, in planta.

A. Résultats de la co-immunoprécipitation réalisée a partir des extraits totaux de protéines
(Input) issus de feuilles de Nicotiana benthamiana agro-infilirées avec les constructions
p35S:RFP-HB30 et p355.GFP-RGA seules ou en combinaison. Les extraits totaux
protéiques ont été immunoprécipitées avec un anticorps anti-GFP. Les protéines co-
immunoprécipitées sont détectées par un anticorps anti-RFP.

B. Résultats de la co-immunoprécipitation réalisée a partir des extraits totaux de protéines
(Input) issus de deux lignées stables d’Arabidopsis thaliana indépendantes (#4 et #8)
ayant été transformées avec les constructions pRGA:GFP-RGA et p35S:RFP-HB30.
Les extraits totaux de protéines ont été immunoprécipitées avec un anticorps anti-GFP.
Les protéines co-immunoprécipitées sont détectées par un anticorps anti-RFP.
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Figure S4. L’homéodomaine des ZFHD est engagé dans linteraction avec les
protéines DELLA.

Résultats de 3 tests indépendants d’interaction en double-hybride chez la levure
utilisés pour réaliser la figure 49B. Les FT HB30 et HB34, ainsi que leurs versions
tronquées AHD et AZF, sont testés par paires avec les protéines DELLA GAI et RGA. Les
levures transformées sont cultivées sur milieu contréle sans leucine et tryptophane (SD-
LW) et sur milieu sélectif sans leucine, tryptophane, adénine et histidine (SD-LWAH). Une
croissance sur milieu sélectif témoigne d’une interaction entre les deux protéines. Les
vecteurs vides pGBKT7 et pGADT7 ont été inclus comme controle négatif. Les photos des
levures ont été prises aprés 5 jours de culture a 30°C. L’absence de co-transformants est
indiquée par le symbole @. HD : homéodomaine ; ZF : Zinc-Finger.
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Figure S5. Le motif LHR1 des protéines DELLA est engagé dans l'interaction avec
les ZFHD.

Second réplica de I'’expérience présenté dans la figure 50B. Le FT HB30 est testé par
paires avec les différents fragments de la protéine RGA. Les levures transformées sont
cultivées sur milieu contréle sans leucine et tryptophane (SD-LW) et sur milieu sélectif sans
leucine, tryptophane, adénine et histidine (SD-LWAH). Une croissance sur milieu sélectif
témoigne d’une interaction entre les deux protéines. Les vecteurs vides pGBKT7 et
pGADT7 ont été inclus comme contrble négatif. Les photos des levures ont été prises
apres 5 jours de culture a 30°C.
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Figure S6. Dimérisation des ZFHD in planta et impact des protéines DELLA.

Second réplica de I'expérience présenté dans la figure 51. Les protéines HB30-GFP,
HB30-RFP, RFP-HB34 et RGA-HA ont été exprimées de maniére transitoire, 48 heures
avant I'expérience, chez Nicotiana benthamiana. L'utilisation de la technique FRET-FLIM a
permis de mesurer le temps de demi-vie de la GFP (en ns) dans minimum 50 noyaux pour
chaque condition (n>50). Le FRET entre deux conditions est exprimé en pourcentage ; un
FRET>7% témoigne d’une interaction protéine-protéine. L’analyse statistique a été réalisée
a l’aide d’un test de Welch (Fig. S6A) ou a l'aide d’un test de Kruskal-Wallis (Fig. S6B), p <
0,05.
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Figure S7. Analyse in silico de I’expression des génes ZFHD chez Arabidopsis
thaliana.

Analyse comparative des ZFHD faiblement exprimés dans les inflorescences d’Arabidopsis
thaliana a l'aide des données transcriptomiques publiques recensées sur le site eFP
Browser. Le mode absolu a été utilisé avec un signal seuil fixé a 300.
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Figure S8. Profils d’expression des génes de la famille ZFHD, au cours du
développement d’ Arabidopsis thaliana.

Second réplica de I'expérience présentée Fig. 59. Expression relative des 14 génes ZFHD,
déterminée par qRT-PCR a partir d’ARN totaux issus de plantules agées de 10 jours, de
plantules dgées de 21 jours, de feuilles de rosettes de plantes dgées de 5 semaines, de
fleurs, d’apices caulinaires disséqués et de jeunes siliques issues de plantes agées de 7
semaines. Le niveau d’expression de chaque géne, normalisé a partir de deux génes de
référence, est relatif a celui de HB34 dans les plantules 10 jours, fixé arbitrairement a 1 en
utilisant le logiciel LightCycler480 1.5.0 SP3. L’efficacité des amorces a été calculée pour
chacun des couples (comprise entre 1,7 et 2,3). Les génes sont classés selon I'arbre
phylogénétique des ZFHD (Fig. 45). L’erreur standard indique la variabilité technique de la
gRT-PCR (n=3).
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Figure S9. Profils d’expression des génes de la famille ZFHD, au cours du
développement d’ Arabidopsis thaliana.

Troisieme réplica de I'expérience présentée Fig. 59. Expression relative des 14 génes
ZFHD, déterminée par gqRT-PCR a partir d’ARN totaux issus de plantules agées de 10
jours, de plantules agées de 21 jours, de feuilles de rosettes de plantes agées de 5
semaines, de fleurs, d’apices caulinaires disséqués et de jeunes siliques issues de plantes
agées de 7 semaines. Le niveau d’expression de chaque géne, normalisé a partir de deux
génes de référence, est relatif a celui de HB34 dans les plantules 10 jours, fixé
arbitrairement a 1 en utilisant le logiciel LightCycler480 1.5.0 SP3. L’efficacité des amorces
a été calculée pour chacun des couples (comprise entre 1,7 et 2,3). Les genes sont classés
selon l'arbre phylogénétique des ZFHD (Fig. 45). L'erreur standard indique la variabilité
technique de la qRT-PCR (n=3).
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Figure S10. Analyses préliminaires de la compensation de I’expression génique,
chez les mutants zfhd.

A. Expression relative de HB30, déterminée par gRT-PCR a partir d’ARN totaux issus
d’inflorescences de différents mutants zfhd, chez Arabidopsis thaliana. Le niveau
d’expression de HB30, normalisé a partir de deux geénes de référence, est relatif & son
expression dans les plantes contréles Col-0, fixé arbitrairement a 1 en utlisant le logiciel
LightCycler480 1.5.0 SP3. L’efficacité des amorces a été fixée arbitrairement a 2 pour cette
expérience. L’erreur standard indique la variabilité technique de la gRT-PCR (n=3).

B. Tableau récapitulatif des résultats obtenus en qRT-PCR sur I'expression de I'ensemble
des 14 génes ZFHD chez un double mutant hb23 hb34 et un triple mutant hb23 hb31 hb34.
Des plantes Col-0 ont été cultivées en paralléle des deux multiples mutants et ont été
utilisées en tant que contréle. L’analyse a été effectuée sur des plantules agées de 7 jours
(+SD ; n=18 a 24). Le nombre inscrit dans chaque case correspond au ‘fold change’ de
I’expression d’'un géne dans le double mutant ou le triple mutant en ayant fixé
arbitrairement I'expression du méme géne a 1 pour les plantules contréles Col-0. Un “fold
change’ <1 indique une expression plus faible du géne chez le mutant que dans les
plantules contr6les Col-0, un ‘fold change’ d’environ 1 indique une expression identique, et
un ‘fold change’ >1 indique une expression plus forte.
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Figure S11. Etude de la croissance du systéme racinaire, chez les mutants zfhd.
Second réplica de I'expérience présentée figure 67. (A) Moyenne de la longueur de la
racine primaire, (B) somme de la longueur des racines secondaires et (C) nombre de
racines secondaires de plantules controles et mutantes zfhd 4gées de 14 jours, cultivées
en jours longs. La distribution des valeurs est indiquée grace au boxplot et la barre noire
horizontale dans le rectangle indique la moyenne propre a chaque condition. L’analyse
statistique (n compris entre 19 et 22) a été réalisée a I'aide d’un test de Kruskal-Wallis, p <
0,05.
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Figure S12. Analyse du nombre de feuilles rosettes, chez les mutants zfhd.

Le nombre de feuilles rosettes, aprés floraison, a été analysé chez les multiples mutants
zfhd ainsi que chez des plantes contrdles (Col-0). La distribution des valeurs est illustrée
sous forme de boxplot, et le hombre moyen de feuilles est indiqué par la barre noire
horizontale dans le rectangle, pour chaque génotype. L’analyse statistique a été réalisée a
I’'aide d’un test de Welch, p < 0,05
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Figure S13. Mesure de la hauteur de la hampe florale des mutants zfhd, 14 jours
apreés floraison.

La hauteur de la hampe florale principale a été mesurée 14 jours aprés floraison chez des
plantes contréles (Col-0) et chez plusieurs multiples mutants zfhd. Le temps de floraison
pouvant étre différent pour certains génotypes, les plantes analysées sont 4gées de 6 a 7
semaines et ont été cultivées en jours longs (16h lumiére / 8h obscurité). La distribution
des valeurs est représentée sous forme de boxplot, et la hauteur moyenne est indiquée par
la barre noire horizontale dans le rectangle, pour chaque génotype. L’analyse statistique (n
compris entre 22 et 24) a été réalisée a I'aide d’un test de Kruskal-Wallis, p < 0,05.
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Figure S14. Analyse de la ramification des parties aériennes, chez les mutants zfhd.
Similaire a I'analyse présentée en Fig. 71, six parametres morphologiques des hampes
florales ont été mesurés chez la plante contrdle (Col-0), le double mutant hb25 hb34 et le
quadruple mutant hb23 hb25 hb31 hb34 agés de plus de 8 semaines, cultivés en jours
longs (16h lumiére / 8h obscurité). (A) Nombre total de hampes florales, (B) hauteur
moyenne des hampes florales secondaires, (C) nombre de branches secondaires sur la
hampe florale principale, (D) nombre total de branches secondaires sur les hampes florales
secondaires, (E) longueur du premier entre-noeud sur la hampe florale principale, et (F)
longueur du premier entre-nceud sur les hampes florales secondaires. L’analyse statistique
(n compris entre 9 et 10) a été réalisée a I'aide d’un test de Kruskal-Wallis (A et C), a I'aide
d’'un test de Welch (D et E) et a l'aide d’'un test Anova a deux facteurs suivi d’une
comparaison de Tukey (B et F), p <0,05.
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Figure S15. Expression relative de HB30 chez des lignées amiR.

Expression relative de HB30, déterminée par qRT-PCR a partir d’ARN totaux issus
d’inflorescences, chez plusieurs lignées indépendantes transformées a partir de différents
amiR. Trois lignées indépendantes, provenant de la transformation avec le méme amiR,
présentent une expression plus faible de HB30. Le niveau d’expression de HB30 chez les
différentes lignées, normalisé a partir de deux génes de référence, est relatif au niveau
d’expression de HB30 chez des plantes contréles, fixé arbitrairement a 1, en utilisant le
logiciel LightCycler480 1.5.0 SP3. L’efficacité des amorces a été fixée arbitrairement a 2
pour cette expérience. L’erreur standard indique la variabilité technique de la qRT-PCR
(n=3).
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Figure S16. Analyse en composantes principales, ou PCA (Principal Component

Analysis) a partir des données de RNA-seq.
Résultats de I'analyse PCA, la similarité entre chaque jeux de données est corrélée aux

distances de projection dans I'espace, défini par les deux composantes principales PC1 et
PC2. Une couleur identique indique que les jeux de données appartiennent & une méme
condition (réplicats biologiques).
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Sequence Name |Strand Start |End | p-value |g-value Matched Sequence AT4G20190 734 (745 [2.65¢-05(0.0749 [TATAATTAGGTA
AT4G08410 29 40 [482¢-06/00408 AATAATTACTTT| 514618650 745 [756 [2.65¢-:050.0749 (GATAATTACATA
e BRTRCTRS ae | s shrs chmaTaTan
AT4G10350 107 [118 [1.07e-05/0.0408 [TTTAATTATTTT A |2“ ‘222 )4'58&05 ‘0'0749 IATTAATTAAGTT
——— e e e e AT4G18650 |281 292 [4.58¢-05[0.0749 |ATTAATTAATTC

AT3G30775 317 [328 [4.58¢-05/0.0749 [TCTAATTAAATT
ATAG18650 285 |29 107005100408 ATTAATTAATTA AT5G51520 327 [338 4.58¢-05[0.0749 [CTTAATTATATA
AT2632620 570 381 10705100408 |AATAATTATTTT AT5G51520 507 518 4.58¢-05[0.0749 [GTTAATTATATA
ATHGO%620 617 |28 1070500408 |IAATAATTATTTA AT4G02270 515 [526 [4.58¢-05[0.0749 [AGTAATTAAATA
ATHC0S4%0 646 |67 [107e.05j00408 [TTTAATTAATTT AT2G16980 530 [541 [4.58¢-05[0.0749 [CATAATTATTTA
:zzz:(:z Z: :: izzzzz zx: ﬁ;ﬁ:;ﬁ;;; AT2G39040 820 [831 [4.58¢-05(0.0749 [CATAATTATTTA
G819 o Tre2 [Loreoslo o0 IATTAATTARTTA AT4G37160 834 |845 (4.58¢-05/0.0749 [TGTAATTATATA
T1G1690s 520 31 [Lo7e 03 oms ATTARTTAATTT| (1205152 899 [910 }4.53c-05 ‘0.0749 |AATAATTATATC
TaG1339 550 o1 (10700500508 IAATAATTAAATT| [T3054™ |922 ‘933 }4.53c-05 ‘0.0749 |GTTAATTAATTA
AT5G43590 + [182 |193 [Lo7e0500408 ATTAATTAAATT | [ 002270 |924 935 |4-58¢-05]0.0749 |TCTAATTAAATT
AT4G18650 + 283 [294 10700500408 ATTAATTAATTA | [AT2C21080 935 |[946 |4.58¢-05]0.0749 TGTAATTAAATT
AT4G08620 + 619 [630 [1.070-05[0.0408 (AATAATTATTTA | |AT4C008410 31 |42 |[458c-05]00749 AGTAATTATTTT
AT4G08400 + leas |59 10700500408 IATTAATTAAATT) (AT5G22410 222 233 4.58¢-05/0.0749 ACTAATTAAATT
AT4G08410 + 663 674 [Lo70-0500408 AT TAATTAAATT AT4G37610 225 236 4.58¢-05/0.0749 TCTAATTAAATA
AT3G30775 + 695 706 [1.070:05/00408 ATTAATTAAATA| [ATSCS1520 329 [340 [4.58¢-05/0.0749 [TATAATTAAGTT
AT2G23410 + 721 [732 [1070.05)0.0408 [TTTAATTAATTT | |AT2G32620 372 [383 [4.58¢-05/0.0749 [(AATAATTATTTG
AT1G54970 + 769 [780 |1.070.05/0.0408 IATTAATTAATTA | [AT2G16980 532 [543 [4.58¢-05(0.0749 IAATAATTATGTA
AT5GS1520 + [901 (912 [1.07¢-05(0.0408 | TATAATTATTTT| [AT4G08400 657 668 }4'530-05 ‘00749 |ATTAAT‘I‘ATTTC
AT5G54370 + (920 [931 [1.07¢-05(0.0408 | AATAATTAATTA | [AT4G37610 |740 ‘751 }4-58c-05 ‘0.0749 |GATAATTAAATA
AT2G21650 27 (38 [2.65¢-05(0.0749 [ TTTAATTACCTT | |AT2G39040 |822 833 |4.58¢-050.0749 'AATAATTATGTT
AT1G51470 740 751 |[2.65¢-05(0.0749 (ACTAATTACATT | |AT3G59830 841 (852 4.58¢-05(0.0749 GTTAATTATATA
AT1G34520 + |54 |65 [2.65¢-05/00749 | ATTAATTACATG/| |ATSG59090 899 [010 [4.58c-05[0.0749 [TATAATTATGTA
AT3G43110 + [431 [442 [2.65¢-05[00749 [CTTAATTACATT | |ATSG57625 959 [970 [4.58¢-05[0.0749 [(ATTAATTAATTC

Figure S17. Liste des éléments cis ZFHD retrouvés dans
cibles candidats.
Liste de I'ensemble des éléments cis identifiés par le logiciel MAST v.5.4.1 (en se basant
au motif consensus ZFHD indiqué Fig.77), dans les régions promotrices des 32 génes
cibles candidats (parmi 82 genes) identifiés parmi les DEG DOWN chez HB30-SRDXind et
DEG UP chez HB30OE. Le numéro d’accession du gene associé a chaque motif est
indiqué. Certains genes possédent plusieurs motifs. Cette liste est associée a la figure 77.

215

les promoteurs de génes




Mécanisme DIP Fonction Références
Dégradation de la chlorophylle et .
s sénescence des feuilles laeel, =)
MYB21 et . ) .
MYB24 Elongation du filet des anthéres (Huang et al., 2020)
HAT Impa_mon des trichomes et croissance (Tan et al.,2021)
foliaire
WRKY6 DEGIEREITEN G0 |2 Gl gpliie et (Zhang et al., 2018b)
sénescence induite par I'obscurité
WRKY75 Floraison (Zhang et al., 2018a)
ZELHA'S 2 Floraison (jour long) (Li et al., 2017)
ALC Formation des fruits (Arnaud et al., 2010)
ARF6 Elongation de I'hypocotyle (Oh et al., 2014)
BES1 Elongation de I'hypocotyle (Bai et al., 2012)
gI;LH SIE Prélévement du fer dans la racine (Wild et al., 2016)
BZR1 Elongation de I'hypocotyle (Bai et al., 2012)
CcO Floraison (Xu et al., 2016)
EGL3 Développement des trichomes (Qi et al.,, 2014)
Séquestration EIN3 Développement de la crosse apicale (Anetal, 2012)
de FT
FIT Prélévement du fer dans la racine (Wild et al., 2016)
GL1 et3 Développement des trichomes (Qi et al., 2014)
ML1 Germination des graines (Rombola-Caldentey et al.,
2014)
MYC2 F’roductlon de composés volatils dans les (Hong et al., 2012)
leurs
NF-YC9 Germination des graines et floraison (Hou et al., 2014)
PDF2 Germination des graines IRl CER BTy 2l e,
2014)
- . ) (Feng et al., 2008 ; de Lucas
PIF3 et 4 Elongation de I'hypocotyle et al., 2008)
PIF5 Développement de la crosse apicale (Z(g?q?go-Bartolome el
RAP2.3 Développement de la crosse apicale (Rosa et al., 2014)
SPL15 Floraison (Hyun et al., 2016)
SCL27 Skotomorphogenese (Ma et al., 2014)
SCL3 (’Eermlnatlon des graines, élongation de (Zhang et al., 2011)
I'hypocotyle et de la racine
Elongation de la tige, division cellulaire .
e dans les méristémes apicaux (PRI el i)

Tableau S1. Protéines interagissant avec les DELLA (DIP) chez Arabidopsis, partie 1.

DIP : DELLA interacting protein ; FT : facteur de transcription ; RT* : régulateur transcriptionnel.
Le code couleur orange correspond aux DIP récemment caractérisés, ne figurant pas dans la
publication de Van De Velde., 2017. Adapté de Van De Velde., 2017.
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Mécanisme DIP Fonction Références
cuc2 Nombre d’ovules (Barro-Trastoy et al., 2022)
ABI3 et 5 Germination des graines (Lim et al., 2013)
- ARR1 Taille méristeme racinaire et dé-étiolation (Marin-de la Rosa et al., 2015)
Transactivation
avec FT IDD2/GAF1 Germination des graines et élongation (Fukazawa et al., 2014)
IDD3, 4, 5, 9 (Fukazawa et al., 2014; Hirano
et Inconnue etal., 2017)
IDD10/JKD ?
Transactivation Germination des graines, transition
avec RT* EOls juvénile-adulte, floraison (el aLl, 20
IRl ol (Yuetal., 2012 ; Zhang et al
et séquestration SPL9 Floraison v ’ 9 "
. 2020)
de RT
g;%Jestratlon PKL Skotomorphogenése (Zhang et al., 2014)
gequestratlon PFD5 Organisation des microtubules (Locascio et al., 2013)
0-chaperone
BBX24 Evitement de I'ombre (Crocco et al., 2015)
Seque*stratlon JAZA Croissance racinaire (Hou et al., 2010)
de RT
JAZ9 Défense et croissance (Hou et al., 2010)
NF-YA2 et .
NF-YB2 Floraison (Hou et al., 2014)
SF_YCS’ ED Germination des graines et floraison (Hou et al., 2014)
Inconnu
IDD1/ENY Maturation et germination des graines (Feurtado et al., 2011)
SWI3C Inconnue (Sarnowska et al., 2013)
FLC Floraison (Li et al., 2016)

Tableau S1. Protéines interagissant avec les DELLA (DIP) chez Arabidopsis, partie 2.
DIP : DELLA interacting protein ; FT : facteur de transcription ; RT*
transcriptionnel ; CRC : complexe de remodelage de la chromatine. Le code couleur
orange correspond aux DIP récemment caractérisés ne figurant pas dans la publication de

Van De Velde., 2017. Adapté de Van De Velde., 2017.
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Nom du Numéro Lieu
d’accession Nom de la d’insertio Type de
muatt | dugene lignée T-DNA | NASCID | =g 1. Statut mutant
ciblé DNA
SALK_059288.53 Homozygote
hb23 AT5G39760 o N559288 CDS At Mutant nul
hb25 AT5G65410 | SALK_133857C | N661156 cDS H°m3fg§t°te Mutant nul
hb28 AT3G50890 SALK 117668 | Nei7e68 | 3 UTR | Homozygote AL
- mutant hypomorphe
Homozygote Expression
hb29 AT1G69600 | SAIL 818 D10 | N877090 cDS Utant i
Homozvaote Expression
hb29.2 | AT1G69600 GK-408H11 N439167 CDS mutgr?t probablement
non affectée
hb30.1 | AT5G15210 GABI 363F04 | N43agie | s UTR | Homozygote e
’ - mutant hypomorphe
Homozygote Mutant
hb30.2 | AT5G15210 SM3.3405 cDS et hypomorphe
hb31 | AT1G14440 | SALKSeQ_11359 | 657666 CcDS Homozygote |\, 4ont nui
1.1 mutant
SALK_097388.45 N597388 Homozygote Expression
hb33 AT1G75240 .35.x CDS mutant non affectée
hb34 AT3G28920 | SALK 085482C | N656708 cDS Homﬁfggtme Mutant nul

Tableau S2. Récapitulatif des mutants zfhd.
Tableau récapitulatif des mutants zfhd répertoriés par le laboratoire, regroupant les
informations sur le statut et la caractérisation de ces mutants. Il s’agit de mutants
d’insertion T-DNA obtenus auprés de la collection du Nottingham Arabdopsis Stock Centre
(NASC). La colonne de gauche indique le nom de chaque mutants analysé, et le numéro
de l'alleéle lorsqu’il y en plusieurs (exemple : les mutants hb30.1 et hb30.2).
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1. Matériels
1.1. Matériel végétal

1.1.1. Mutants d’insertion T-DNA

Les mutants d’insertion T-DNA utilisés dans cette étude proviennent des collections du
Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC), (https://arabidopsis.info/), ont pour fond
génétique Columbia-0 (Col-0). La liste compléte des mutants utilisés dans cette étude est

disponible dans le Tableau S2. Tous les mutants zfhd ont été caractérisés a I’état homozygote.

1.1.2. Lignées transgéniques

Pour des expériences préliminaires de Co-immunoprécipitation, la lignée p35S:GFP-RGA a
été utilisée (Tai-ping Sun / Silverstone et al., 2001) et elle a été également transformée avec
la construction p35S:RFP-HB30 (Fig. S3B). Jai généré toutes les autres lignées
transgéniques nécessaires a mes travaux de these, sélectionnées a I’état homozygote, ainsi

regroupées dans le tableau ci-dessous (fond génétique Col-0).

Construction intégrée chez Arabidopsis Stratégie de transformation

pHB23:HB23-GFP, pHB30:HB30-GFP
pHB23:GUS, pHB30:GUS,
pHB23:HB23-GUS, pHB29:HB29-GUS,
pHB30:HB30-GUS
p35S:HB30-SRDX, pHB30:HB30-SRDX,
PXVE:HB30-SRDX
p35S:HB23-GFP, p35S:HB25-GFP, p35S:HB29-GFP,
p355:HB30-GFP, p35S:HB34-GFP
pHB23:gai-RFP
p35S:amiRHB30
Guides ARN ciblant HB30 et HB33 en tandem avec le

Immersion florale

systeme Cas9

1.2. Souches bactériennes et levures

1.2.1. Escherichia coli

Matériels et méthodes 222



¢ Souche TOP10 (Invitrogen) : Cette couche est utilisée pour amplifier les plasmides du
systeme Gateway, aprés recombinaison.
e Souches Survival et DB3.1 (Invitrogen) : Ces souches servent pour amplifier des

plasmides non-recombinés.

1.2.2. Agrobacterium tumefaciens

e Souche GV3101 : Cette souche est utilisée pour exprimer des protéines de maniere
transitoire chez Nicotiana benthamiana ou pour transformer Arabidopsis thaliana.
Cette souche comporte un géne de résistance a la rifampicine sur son chromosome,
ainsi qu’un plasmide Ti désarmé contenant un géne de résistance a la gentamycine.
Le plasmide contient également les génes de virulence Vir permettant d’intégrer dans
le génome végétal un fragment d’ADN, situé entre les frontieres droites et gauches de
’ADN de transfert.

e Souche GV3101 + pSOUP : Cette souche s'utilise pour permettre la réplication des
plasmides pGREEN. Cette souche a été utilisée pour pouvoir réaliser les tests d’activité
transcriptionnelle, a I'aide du systéme luciférase, nécessitant I'utilisation du plasmide
pGREENIi-0800.

1.2.3. Saccharomyces cerevisae

e Souche AH109 : Cette souche est requise pour la co-transformation de plasmides dans
les expériences en double-hybride chez la levure. La souche AH109 est auxotrophe
pour I'adénine (A) et I'histidine (H), qui sont apportés par les plasmides pGADT7 et
pGBKT7 aprés co-transformation (son génotype est référencé dans le tableau IX, du
manuel de Clontech : PT3024-1 (PR13103).

2. Méthodes
2.1. Techniques relatives a la culture d’Arabidopsis thaliana

2.1.1. Cultures in vitro

La stérilisation de surface des s’effectue par une solution d’éthanol 70%, pendant 15 min, puis
par 2 lavages successifs a I’éthanol 100%, pendant 2 min chacun. Les graines séchées en
condition stérile peuvent étre semées sur boites de Pétri contenant du milieu 1x Murashige-

Skoog (MS) standard (Duchefa Biochemical),1% sucrose et 1% d’agar (Sigma-Aldrich). Tous
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les milieux sont tamponnés a un pH 5,8, avec du KOH 1N. Aprés une stratification des graines
pendant au moins 2 jours, a 4°C et a l'obscurité, les boites sont transférées en logette de
culture in vitro avec une photopériode de 16h lumiére / 8h obscurité (21°C/17°C) ou dans des
armoires de cultures (Sanyo), sous une photopériode de 16h de lumiére (85 umol photons m’
2 sec™) et 8h a l'obscurité, & une température de 22°C. Les armoires de cultures (Sanyo) ont
été utilisées pour les analyses phénotypiques des mutants zfhd (hypocotyle et développement
du systeme racinaire) et pour la culture des plantules Col-0 et pHB30:HB30-GFP destinées

aux expériences de co-immunoprécipitation.

2.1.2. Culture in vitro avec induction a I'cestradiol (lignées HB30-SRDX)

Les graines sont semées sur milieu MS (1% agar), puis les plantules sont transférées aprés 9
jours de culture, dans un milieu MS liquide additionné d’cestradiol (50 uM, dilué dans du
DMSO) pendant 24 h, avant d’étre récoltées. Les plantules contréles (non-induites) sont quant

a elles transférées en milieu MS liquide + DMSO, pendant 24h, avant d’étre récoltées.

2.1.3. Cultures en sol

Les plantes cultivées en pots de 7cm de diamétre remplis de terreau (LAT-Terra Standard P
— Hawita-Gruppe), sont placées en logette en conditions controlées sous une photopériode de
16h lumiere / 8h obscurité (21°C/18°C). Un suivi quotidien requiert I'arrosage des pots et des
traitements antiparasites effectués régulierement, afin de maintenir les plantes dans un état

sanitaire sain.

2.1.4. Transformation stable d’Arabidopsis thaliana

Les divers plasmides binaires issus des clonages (100ng) ont été introduits dans
Agrobacterium GV3101 par électroporation (résistance : 400 Ohms — capacité : 25 uFahrad -
voltage : 2 Volts, GenePulser®, Bioarad). Les agrobactéries transformées sont alors incubées
2 h, a 28°C, dans du milieu LB, puis étalées sur boites LB en présence de rifampicine (50
pug/mL), gentamicine (50 pg/mL), ainsi qu’un ou plusieurs antibiotiques nécessaires a la
sélection du plasmide. Les colonies individuelles issues d’une transformation sont isolées

aprés 3 jours d’incubation a 28°C.

Une colonie d’agrobactéries ayant intégrées le plasmide portant la construction d’intérét est

inoculée dans 20 mL de LB (avec antibiotiques appropriés) pour obtenir une pré-culture. La
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veille de la transformation, 4 mL de pré-culture sont inoculés dans 300 mL de milieu LB (avec
antibiotiques), et la culture est incubée sur la nuit, a 28°C, avec une agitation de 180 rpm.
Aprés centrifugation (4000 rpm, 15 min et a température ambiante (RT) ou 21°C), le culot
d’agrobactéries est repris dans 500 mL de tampon (50 g/L de sucrose, 500 pL/L de silwet)
requis pour I'immersion florale des plants d’Arabidopsis thaliana. Les plantes transformées
sont mises sous mini-serre et a 'obscurité pendant 48 h, pour favoriser le développement des
agrobactéries. Puis, les plantes retrouvent les conditions standards de culture a la lumiére.
Aprés plusieurs semaines, les plantes sont mises en sachets pour faciliter la récolte des
graines. Les graines récoltées, sont ensuite semées sur des plateaux de terreau, et aprés
environ une semaine de culture (stade plantules ayant 2 feuilles), deux traitements BASTA
sont appliqués a intervalle de 48 h. Une semaine apreés, les plantules résistantes, repiquées
individuellement, constituent nos plantes T1. Les étapes suivantes de la sélection s’effectuent
en cultures in vitro, en présence de glufosinate. Les lignées homozygotes 100% résistantes
geme

obtenues en génération (T3), et ne n’hébergeant qu’une seule insertion de la construction

(ségrégation % résistantes contre % sensibles, en 2°™ génération (T2)), sont analysées.

2.2. Techniques relatives a ’ADN

2.2.1. Extraction de ’ADN

Pour des extractions a l'unité : 100 mg de matériel végétal sont placés dans un tube Sarstedt
a bouchon vissé, et broyés a I'aide de billes en verre (& 0,5 mm) dans le broyeur Precellys®.
La poudre est homogénéisée dans 500 L de tampon d’extraction Edwards (200 mM Tris-HCI
pH 7,5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0,5% SDS). Aprés 5 min de centrifugation a 21 000 g,
300 pL de la phase supérieure sont prélevés et mélangés a 300 uL d’isopropanol, afin de
précipiter TADN. Aprés 15 min de centrifugation & 21 000 g, le culot obtenu est rincé avec de
I’éthanol 70% (v/v) et resuspendu dans 100 uL d’eau stérile. La concentration en ADN est

déterminée par mesure de I'absorbance a 260 nm (Nanodrop 2000, Thermo Scientific).

Pour un grand nombre d’échantillons : Les échantillons sont récoltés dans un bloc en
polypropyléne de 96 puits (ABgene). Une bille métallique (3,5 mm de diamétre) est ajoutée
dans chaque puit, ainsi que 500 pL de tampon « Magic Buffer » (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 300
mM NacCl, 300 mM sucrose). Les puits sont fermés en utilisant des capuchons spéciaux pour
microtubes (Collection Microtube Caps (120 x 8), Qiagen). Les échantillons sont ensuite
broyés a l'aide du TissuelLyser Il, a une fréquence de 30 rpm/sec pendant 2 min. L’opération

est répétée en changeant l'orientation des blocs en polypropyléne contenant les échantillons.

Matériels et méthodes 225



Les blocs sont ensuite centrifugés pendant 1 min a 1000 g (RT), pour éviter de contaminer les
échantillons en retirant les capuchons. Enfin, 100 uL du surnageant sont transférés dans une

nouvelle plaque, puis conservés a -20°C.

2.2.2. Purification de ’ADN

Apreés amplification d’'un gene d’intérét par PCR a partir de ’'ADN génomique, une étape de
purification est nécessaire avant séquencage. Des billes magnétiques sont ajoutées a la
réaction PCR (v/v). Bien homogénéiser et attendre 5 min a RT. Les tubes sont placés sur un
portoir magnétique pour séparer les billes de la solution (1 min). En laissant les tubes sur le
portoir magnétique, récupérer le surnageant pour le jeter, puis ajouter 200 uL d’éthanol 70%
(fraichement préparé) par tube. Aprés 30 sec a RT, I’éthanol est récupéré pour étre jeté. Le
lavage a I'’éthanol 70% est répété une secondaire fois, en laissant toujours les tubes sur le
portoir magnétique, puis laisser sécher les tubes 10 min a RT. Aprés avoir enlevé les tubes du
portoir magnétique, ajouter 20 uL d’eau et resuspendre doucement, puis laisser les tubes
pendant 2 min a RT. Les tubes sont ensuite replacés sur le portoir magnétique et aprés 1 min
d’attente le surnageant est transféré, dans un nouveau tube, en prenant soin de ne pas pipeter

de billes magnétiques.

2.2.3. Purification de plasmide

Les bactéries sont cultivées dans 4 mL de milieu LB (lysogeny broth) avec I'antibiotique de
sélection, pendant 1 nuit, a 37°C, sous agitation a 200rpm. L’ADN plasmidique est extrait des
bactéries par lyse alcaline a l'aide du kit de miniprépraparation NucleoSpin® Plasmid
EasyPure (Macherey-Nagel), selon les indications fournies par le fabricant. Lorsque des
concentrations plus importantes en plasmides sont nécessaires, notamment pour les
plasmides utilisés pour I'expression de protéine en systéme Wheat germ, un kit de

midipréparation (NucleoBond® Xtra Midi) est alors utilisé.

2.2.4.LaPCR

La PCR (Polymerase Chain Reaction) permet d’amplifier in vitro un fragment d’ADN d’intérét
grace a ’'ADN polymérase thermostable de Thermus aquaticus (Taq). Les amorces utilisées
sont décrites dans les annexes 1 a 11. Les PCR de contrble et de génotypage ont été réalisées
avec la Taqg Phire Hot Start Il DNA Polymerase (Thermo Scientific) ou avec une Taq produite

au sein de l'institut pour les génotypages conséquents (HomeTaq). Les PCR d’amplifications
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de fragments avant clonage ont été effectuées avec la Taq Phusion High-Fidelity (Thermo

Scientific). D’aprés les indications préconisées par le fabricant, nous avons utilisé les

mélanges réactionnels suivants :

Matrice d’ADN

Amorce sens (10uM)
Amorce antisens (10uM)
dNTP (10uM)

Tampon de 'enzyme 5X
ADN polymérase

QSP H,O

Phire Hot Start Il
(20 pL de volume réactionnel)

Phusion High-Fidelity HomeTaq
(50 pL de volume réactionnel) (15 pL de volume réactionnel)

100 ng Matrice d’ADN 100 ng Matrice d’ADN 1L
0,5 puL Master Mix 2X 25 L Tampon de 'enzyme 10X 1,5 uL
0,5uL Amorce sens (10uM) 1uL dNTP (10uM) 0,3 uL
0,4 uL Amorce antisens (10puM) 1 uL Amorce sens (10uM) 0,5puL
4 uL QSP H,0O 50 uL Amorce antisens (10uM) 0,5 uL
0,2 uL BSA (10mg/mL) 1,5 uL
20 L PVP (5%) 3uL
;rgr)\(’npon de chargement 150l
ADN polymérase 0,3 puL

QSP H,O 15 uL

Le protocole d’amplification aprés une étape de dénaturation des brins d’ADN a 95°C,

comprend 30 cycles (et jusqu’a 35 cycles pour les RT-PCR), composés d’une dénaturation a

95°C, de I'hybridation des amorces sur la matrice d’ADN a une température définie d’aprés la

température de fusion (Tm) des deux amorces, d’une étape d’élongation a 72°C, et d’une

derniére étape finale de 5 min a 72°C terminant I'’élongation des brins. En fonction de 'enzyme

utilisée, le programme de PCR est le suivant :

Etape
Etape initiale
Dénaturation

Hybridation

Elongation

Etape finale

Phire Hot Start Il
98°C, 3min
98°C, 30 sec
Tm, 30 sec
72°C, 30 sec / kb
72°C, 5min

Phusion High-Fidelity
98°C, 3min
98°C, 30 sec
Tm, 30 sec

72°C,30sec/ kb

72°C, 5min

HomeTaq
98°C, 3min
98°C, 30 sec

Tm, 30 sec

72°C,1 min/ kb

72°C, 5min

La révélation de I'amplification se fait sous UV aprés électrophorése sur gel d’agarose 1%
(pouvant varier suivant la taille des amplicons) (Agarose A9539-500G, SIGMA-ALDRICH)
contenant du bromure d’ethydium (BET), dans du tampon TAE (40mM Tris-acétate, 0,1mM

EDTA).
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2.2.5. Purification des produits de PCR

Les fragments a cloner sont amplifiés a 'aide d’amorces spécifiques par PCR a partir d’ADN
génomique de Col-0, puis séparés par migration sur gel d’agarose 1% (SeaKem® GTG®
Agarose, Lonza). Le fragment d’intérét est découpé du gel a la taille attendue et purifié a I'aide
du kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel), selon les indications fournies

par le fabricant.

2.2.6. Clonage par le systeme Gateway

Cette technique permet de transférer efficacement des fragments d’ADN entre des plasmides,
en utilisant des séquences recombinantes nommées « att ». Les fragments purifiés sont
insérés dans le vecteur d’entrée pDONR207 ou pDONR221 (Invitrogen) par réaction
enzymatique BP (BP Clonase I, Invitrogen), une nuit & 22°C, et la réaction est arrétée par une
incubation de 10 min a 37°C, avec 1 pL de protéinase K (Invitrogen). 5 L de la réaction BP
sont ajoutés aux bactéries compétentes TOP10, avant de réaliser un choc thermique de 1 min,
a 42°C. Les bactéries transformées sont incubées 45 min, a 37°C dans du milieu LB, avant
d’étre étalées sur boites LB agar en présence de I'antibiotique nécessaire a la sélection du
plasmide. Les boites sont incubées une nuit a 37°C. Les plasmides sont purifiés selon la
méthode décrite en partie 2.2.3. La séquence codante du géne d’intérét inséré dans le
plasmide est vérifiée par séquencage. Ensuite, par réaction enzymatique LR (LR Clonase II,
Invitrogen) en présence du vecteur d’entrée et du vecteur de destination une nuit a 22°C, le
gene d’intérét est introduit par recombinaison homologue (au niveau des sites attB) dans le
vecteur binaire adapté. Le vecteur est amplifié dans E. coli en suivant le méme protocole que
dans I'étape précédente, en utilisant cette fois les antibiotiques nécessaires a la sélection du
plasmide de destination, puis introduit dans Agrobacterium tumefaciens d’apres le protocole
décrit partie 2.1.4.

Le systéme Gateway a été utilisé pour une majorité des clonages effectués tout au long de
mes travaux de thése, I'ensemble des clonages sont regroupés dans le tableau ci-dessous.

Insert Plasmide
HB21, HB22, HB23, HB24, HB25, HB26, pDONR221, pGADT7
HB27, HB28, HB29, HB30, HB31, HB32,
HB33, HB34
HB23-stop, HB25-stop, HB29-stop, pDONR221, pB7FWG2, pB7TRWG2
HB30-stop, HB34-stop
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pHB23:HB23, pHB29:HB29, pHB30:HB30

pDONR221, pGWB655

AHD et AZF pour HB30, pDONR221, pGADT7
AHD et AZF pour HB34
HB34 pB7WGR2
RGA pB2GW7
HB30, RGA, GFP pHM6EWA

(Vecteur de destination pour expression des
protéines en wheat germ, promoteur TNT,
tag FLAG et HIS)

pHB23, pHB30, pHB23:HB23,
pHB29:HB29, pHB30:HB30

pDONR221, pGWB633

HB30-SRDX

pDONR221, pB2GW?7, pMDC?7 (Vecteur de
destination avec promoteur inductible a

I'cestradiol)

pHB30:HB30-SRDX

pDONR207, pGWBH1

pHB23:gai pB7RWG2 (Digestion du promoteur p35S
au préalable)
amirRHB30 pB2GW7

Guides Crispr-Cas9 ciblant HB30 et HB33

pENchemira2x (Vecteur d’entrée pour les
guides), pYAO:hSpCas9 (Vecteur de

destination avec le systéme Cas9)

2.2.7. Clonage par enzyme de restriction

¢ Modification d’un promoteur dans un plasmide de destination

Le promoteur p35S a été digéré du plasmide pB7RWG2 pour étre remplacé par le promoteur

PpHB23. Les sites de restriction spécifiques a Hindlll et Spel sont ajoutés par PCR aux

extrémités de pHB23 pour permettre I'insertion du fragment dans le pJET1.2. Le protocole

suivant a été utilisé :

1. Ligation du promoteur pHB23 dans le PJET1.2 a l'aide du kit CloneJET PCR Cloning Kit

(Thermo Scientific).

Dans 10uL VF : 1pL de produit PCR purifié (entre 30 et 50ng/uL)

1uL de pJET1.2 (résistance ampicilline)

1uL de T4 DNA ligase

1uL de tampon de réaction 10X
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QSP 10pL HO
2. Ligation a 22°C, pendant 4 h (aucun arrét de réaction n’est nécessaire).
3. Transformation directe des bactéries thermo-compétentes TOP10, avec le produit de
ligation, avant d’étre étalées sur boites LB en présence d’ampicilline.
4. Les plasmides sont alors amplifiés et purifiés selon la méthode décrite en partie 2.2.3.
5. Analyse PCR avec des amorces spécifiques a l'insert ou au pJET1.2. Sélection des clones
présentant une bonne amplification (la plus forte et la plus spécifique des amplifications, une
absence totale de bandes parasites est attendue).
5. Digestion du plasmide de destination de l'insert (pour 6ter le promoteur p35S) + digestion
du pJET1.2 avec insert (pHB23). Les enzymes de restriction FastDigest (Thermo Scientific)
ont été utilisées.
Pour une digestion :
2L de tampon FastDigest
0,25uL de 'enzyme de restriction 1
0,25uL de 'enzyme de restriction 2
5uL du pJET1.2 contenant l'insert d’intérét ou du plasmide de destination
QSP 20pL HO
6. Incuber la réaction a 37°C, pendant 30 minutes (I'inactivation n’est pas obligatoire), puis
vérification des digestions par électrophorese sur gel d’agarose (1%).
7. Ligation du promoteur pHB23 dans le plasmide de destination digéré.
Dans 10uL VF : 1L de T4 ligase (2eéme étage) 10X
1L de tampon de réaction 10X
2uL de l'insert
1L du plasmide digéré
QSP 10pL HO
8. Ligation a RT pendant 2 h.
9. Transformation des bactéries thermo-compétentes Survival ou DB3.1 avec le produit de
ligation, avant d’étre étalées sur boites LB, en présence des antibiotiques nécessaires a la
sélection du plasmide de destination.
10. Les plasmides sont alors amplifiés et purifiés selon la méthode décrite en partie 2.2.3. Une
PCR de vérification et permet de vérifier la bonne insertion du fragment (pHB23) dans les
plasmides sélectionnés (pB7RWG2).
11. Les nouveaux plasmides de destination peuvent alors étre utilisés pour un clonage

classique a I'aide du systéeme Gateway (réaction LR).
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¢ Clonages pour les tests d’activité transcriptionnelle a I'aide du systéme luciferase
La construction synthétisée par I'entreprise Genscript : (TTCATTAATTACGTAAAAAA ou
TTCATGGGTTACGTAAAAAA)x6-pCAMV35S-activateur de la traduction Q, est insérée dans
le plasmide pUC57. Les sites de restriction des enzymes Pstl et Ncol sont présents aux
extrémités de la construction synthétique. Le fragment est digéré a I'aide des enzymes Pstl et
Ncol FastDigest (Thermo Scientific), puis introduit dans le plasmide pGREENIi-0800. Le
protocole utilisé pour les étapes de digestion/ligation est identique a celui détaillé ci-dessus,
selon les recommandations du fabricant. Une étape supplémentaire de déphosphorylation,
aprés digestion de la construction synthétique, a été nécessaire pour ce clonage. L’enzyme
thermosensible FastAP (Thermo Scientific) a été utilisée (déphosphorylation pendant 10 min

a 37°C, puis inactivation de 'enzyme pendant 5 min a 75°C).

2.2.8. Génotypage des mutants d’insertion T-DNA

Extraction de ’'ADN génomique chez les mutants zfhd (selon le protocole décrit partie 2.2.1.),
puis caractérisation par PCR (a I'aide du protocole décrit en partie 2.2.4.), en utilisant un couple
d’amorces spécifiques (Annexe 4) a chaque géne ZFHD, ainsi que I'amorce LBb1 spécifique

au T-DNA (5' gcgtggaccgcttgetgcaact 3').

2.3. Analyse de I'expression génique

2.3.1. Extraction des ARN

100mg de matériel végétal est introduit dans un tube Eppendorf de type « safe lock » contenant
des billes de verres (@ 0,5mm) stériles, puis congelé dans de I'azote liquide. Le matériel est
réduit en poudre a I'aide du broyeur Precellys®. Les ARN totaux sont extraits a I'aide du kit
NucleoSpin® RNA Plant de Macherey Nagel, en suivant le protocole fourni. La concentration
en ARN est déterminée par mesure de I'absorbance a 260 nm (Nanodrop 2000, Thermo

Scientific).

Suivant les expériences, les ARN totaux sont extraits avec un second protocole. Apres le
broyage du matériel végétal, la poudre est homogénéisée dans 1 mL de TRI Reagent®
(Molecular Research Center). Aprés un 2™ broyage, 200 uL de chloroforme (Carlo ERBA) sont
ajoutés, puis les échantillons sont incubés 5 min, dans la glace. Aprés une centrifugation 4°C,
a 21 000 g, pendant 7 min, la phase aqueuse (400 pL) est prélevée, puis mélangée a 400 uL

d’isopropanol (v/v). Apres agitation, les ARN sont précipités pendant 30 min a RT. Aprés
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centrifugation a 4°C, a 21 000 g, pendant 15 min, le surnageant est enlevé et le culot contenant
les ARN est lavé avec 1 mL d’éthanol 70%. Aprés évaporation de I'éthanol, les ARN sont
resuspendus dans 100 uL d’H,O RNA-free. La concentration en ARN est déterminée par

mesure de I'absorbance a 260 nm (Nanodrop 2000, Thermo Scientific).

2.3.2. Transcription inverse des ARN

Apres extraction de I’ARN, I’ADN résiduel est éliminé par traitement des échantillons avec la
DNase | (Promega), pendant 50 min a 37°C. La transcription inverse (RT) est réalisée avec 1
a 2 ug d’ARN totaux, dans un volume total de 40 pL avec le tampon de I'enzyme, 2 uM
d’oligo(dT)20, 0,5 mM de déoxynucléotide triphosphate (ANTP), 5 mM de dithiothréitol (DTT),
et 200 unités/uL de Superscript IV reverse transcriptase (Invitrogen). Le mélange réactionnel

est incubé a 50°C pendant 30 min, puis la réaction est inactivée a 80°C, pendant 10 min.
2.3.3. PCR quantitative

La PCR quantitative (qPCR) utilise des amorces de génes spécifiques (Annexe 2), dans un
volume réactionnel total de 10 pL de SYBR Green Master Mix (Roche) et s’effectue avec
I'appareil LightCycler® 480 Il (Roche). Le programme utilisé est le suivant : dénaturation
(95°C, 5 min), PCR (45 cycles : dénaturation des amplicons a 95°C 10 sec, hybridation des
amorces a 60°C, 15 sec, polymérisation a 72°C, 15 sec). Puis, un gradient de température (55
a95°C, en 1 min) en lecture continue de la fluorescence permet d’établir une courbe de fusion
et de vérifier la présence d’un seul amplicon par couple d’amorces. La valeur moyenne de
trois réplicats techniques est normalisée par rapport aux génes de référence EXP
(AT4G26410) ou TIP41-Like (AT4G34270) et est calculée a I'aide du logiciel Lightcycler 480
1.5.0 SP3.

2.3.4. Analyse RNA-seq

Les lignées surexpresseurs HB30 utilisées pour cette expérience (agées de 10 jours) ont été
cultivées en armoire de culture selon les conditions décrites partie 2.1.1. Pour les lignées
inductibles HB30-SRDX (agées de 10 jours), selon les conditions décrites partie 2.1.2. Le
matériel végétal, préalablement congelé dans de 'azote liquide, est réduit en poudre a I'aide
d’'un mortier et un pilon. Les ARN totaux sont extraits a I'aide du kit RNeasy Plant Mini Kit de
Quiagen, en suivant le protocole fourni. L’analyse RNA-seq est réalisée par I'entreprise

Microsynth.
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2.4. Analyse des protéines

2.4.1. Extraction des protéines totales

100 mg de matériel végétal préalablement congelés dans de 'azote liquide sont réduits en
poudre a I'aide de billes en verre et de I'utilisation du broyeur Precellys®. Les protéines sont
extraites en présence d’un tampon dénaturant (Tris-base 62,5 mM, Urée 4 M, SDS 3% (p/v),
dithiothréitol (DTT) 100 mM, Glycérol 10% (v/v), Bleu de bromophénol 0,1% (p/v), pH 6.8) en
suivant une étape de dénaturation a 95°C pendant 5 min, et une centrifugation a 21 000 g,
pendant 15 min. Le surnageant contenant les protéines totales est collecté, puis conservé a -
20°C.

2.4.2. Quantification des protéines

La concentration des protéines totales extraites est déterminée selon la méthode
colorimétriqgue Amido Black. Cette méthode repose sur la précipitation des protéines dans le
méthanol en milieu acide, et leur coloration par ’Amido Black. Pour cela, 10 uL d’extraits
protéiques sont dilués dans 190 pL d’eau et 1 mL de solution Amido Black (acide acétique
10% (v/v), méthanol 90% (v/v), et Amido Black 0,05% (p/v)). Aprés homogénéisation, les
protéines sont précipitées par centrifugation a 15 000 rpm, pendant 15 min, puis rincées dans
une solution d’acide acétique 10% (v/v), éthanol 90% (v/v). Le culot de protéines est ensuite
resuspendu dans 1 mL de NaOH 0,2 N, et 'absorbance de I'extrait est mesurée a 630 nm. La
concentration protéique de l'extrait se calcule en se référant a une gamme étalon

préalablement réalisée avec de la BSA (Albumine de Sérum Bovin).

2.4.3. Séparation et détection des protéines par SDS-PAGE.

Entre 5 et 15 g de protéines totales par extrait sont séparées par migration électrophorétique
dans un gel acrylamide de 8% a 10% dénaturant SDS-PAGE (préparé selon Sambrook et
Russel, 2001). Les protéines séparées selon leur taille apparente par migration pendant 2 h a
110V dans un tampon Tris-Glycine (Tris- Base 25 mM, Glycine 250 mM, SDS 10%). Les
protéines sont ensuite transférées sur une membrane en PVDF (PolyFluorure de Vinyldéne)
Immobilon-P (Millipore) dans un systéme Mini Trans Blot Cell (Biorad), pendant 2 h a 100 V,
dans un tampon de transfert (25 mM Tris-base, 192 mM Glycine, 15% éthanol technique (v/v)).
Aprés transfert, la membrane est bloquée pendant 1 h, dans du TBS-T (Tris-HCI pH 7,4, 150
mM NaCl, Tween 20 0,1% (v/v)), contenant 5% de lait en poudre, ou 2% de BSA (si I'anticorps

Matériels et méthodes 233



primaire est dilué dans le BSA). Aprés blocage, la membrane est incubée une nuit, a 4°C, avec
I'anticorps primaire, ensuite, lavée 3 fois avec du TBS-T, pendant 10 min, puis incubée avec
I'anticorps secondaire a température ambiante, pendant 2 h. Aprés 3 nouveaux lavages de 10
min dans du TBS-T, la révélation s’effectue par chimiluminescence, avec du Luminata Forte
Western HRP (Millipore) ou Clarty Max™ Western ECL (Biorad). Les anticorps primaires
utilisés sont l'anti-RGA (dilué au 1000°™, Agrisera), I'anti-GFP (dilué au 2000°™, JL8,
Clontech), I'anti-RFP (dilué au 2000°™, 6G6 a-red, Chromotek), I'anti-MYC (dilué au 2000°™,
1A1, Euromedex) et I'anti-HA couplé a la HRP (dilué au 2000°™, Sigma-aldrich). Les anticorps
secondaires utilisés correspondent au ‘goat anti-rabbit IgG’ et au ‘goat anti-mouse IgG’ (dilué
au 10000eme, Molecular Probe), couplés a la HRP (Horseradish peroxidase). Le controle de
charge consiste en la coloration de la membrane au bleu de Coomassie (450 mL méthanol,
450 mL H,O, 100 mL acide acétique, 2,5 g Brillant blue R250 (Sigma-Aldrich)), pendant 20

min, suivie de plusieurs lavages a I'eau distillée, puis séchage de la membrane.

2.4.4. Observation de la fluorescence GFP et RFP par microscopie confocale

La fluorescence GFP (excitation max a 488 nm/émission max a 510 nm) et la fluorescence
RFP (excitation max a 555 nm/émission max a 584 nm) s’observent a I'aide du microscope
confocal Zeiss LSM780 avec un objectif 20X. Toutes les images pour une expérience donnée,

ont été réalisées avec les mémes modifications et selon les mémes paramétres d’intensité.

2.4.5. Expression transitoire de protéines chez Nicotiana benthamiana

La veille de l'infiltration, une colonie d’agrobactéries transformées est inoculée dans 20 mL de
LB (avec antibiotiques, dans des tubes Falcon 50 mL). Une colonie d’agrobactéries p35S5:P19
est également inoculée dans 20 mL (rifampicine (50 pg/mL) et gentamicine (50 pg/mL)), cette
lignée s’utilise comme suppresseur d’extinction de génes, pour les expériences d’expression
transitoire. Aprés centrifugation (3000 rpm, 20 min et a température ambiante), le culot
d’agrobactéries est repris dans 15 mL de tampon d’infiltration, puis elles sont placées a 28°C
sous agitation, pendant une heure. Pour 200 mL de tampon d’infiltration (9 plants) : 0,39 g de
MES, 2 mL de MgCI2 1 M, puis ajuster le pH a 5,8 et rajouter ensuite 200 L d’acétosyringone
200 mM. La DO a 600nm des cultures d’agrobactéries est mesurée, afin de déterminer le
volume nécessaire pour arriver aux concentrations en agrobactéries souhaitées dans les 5 mL
de tampon d’infiltration, qui serviront a I'agroinfiltration (0,15 de DO pour P19 et 0,10 de DO
pour les agrobactéries portant le plasmide d’intérét). L'infiltration se fait dans les cellules de la

face abaxiale des jeunes feuilles de Nicotiana benthamiana. Les plantes infiltrées sont alors
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placées en logette de culture (16h lumiére / 8h obscurité), pendant 48 h, a 21°C, avant analyse

au microscope confocal ou extraction protéique.

2.5. Analyses histochimiques

2.5.1. Coloration GUS

Le matériel végétal est infiltré sous vide (0,8 bar) pendant 15 min dans une solution GUS (5-
bromo- 4-chloro-3-indolyl-B-D- glucuronide (X-Gluc) 250 ug/mL, 50 mM sodium phosphate pH
7,2 mM potassium ferrycyanide, 2 mM potassium ferrocyanide, 10 mM EDTA, 0,01% Triton X-
100 (v/v)). Apreés une nuit d’incubation, a 37°C, la réaction est arrétée par immersion des

plantules dans de I’éthanol 70% (v/v).

2.6. Techniques relatives aux interactions protéine-protéine

2.6.1. Double-hybride

Les couples d’amorces, spécifiques de chacun des 14 membres ZFHD sont référencés en
annexe 1. Les CDS de chacun des génes ZFHD sont fusionnés au domaine d’activation GAL4
du vecteur double hybride de levure pGADT7 (Clontech). Le laboratoire disposait des
constructions ADNc de RGA et GAI, fusionnés au domaine de liaison GAL4 du vecteur
pGBKT7 (Clontech). La souche de levure AH109 a été co-transformées avec les constructions
BD-DELLA et AD-ZFHD ou vecteurs vides, selon la méthode utilisant I'acétate de lithium,
protocole fourni par la compagnie Clontech (www.clontech.com protocole #PT3020-1
(PR13103). Les tests d’interactions sont évalués par croissance des levures sur milieu sélectif,
milieu minimum (SD) déplété de 4 acides aminés SD-LWAH (Leucine, Tryptophane, Alanine

et Histidine), aprés incubation a 30°C, pendant 5 jours.

Pour vérifier I'expression des protéines d’intéréts (ZFHD ou DELLA) dans les levures co-
transformées, une extraction de protéines totales a été conduite, selon le protocole décrit ci-
avant pour les plantes, a partir de 5 mL de culture de levures cultivées sur la nuit. Les protéines
sont analysées par Western blots et révélées grace aux anticorps, d’une part, anti-HA couplé
a la HRP (Sigma) pour les ZFHD, et autre part, un anticorps primaire anti-MYC (1A1,
Euromedex), suivi d’un anticorps secondaire anti-HRP (Molecular Probe), pour les DELLA,

respectivement.

Matériels et méthodes 235



2.6.2. FRET-FLIM

48h aprés infiltration, des disques foliaires sont prélevés a partir de feuilles de Nicotiana
benthamiana agro-infiltrées avec les différentes constructions d’intéréts en combinaison (selon
le protocole décrit dans la partie 2.4.5.) et observés avec un microscope confocal inversé Zeiss
LSM510 avec un objectif x20. Le Fluorescence-lifetime imaging microscopy (FLIM) est mesuré
grace au microscope Nikon TE2000 connecté au systeme LiFA FLIM. La demi-vie de la
fluorescence se mesure grace au logiciel LiFLIM version 1.2.8., sur des feuilles de Nicotiana
benthamiana, exprimant RFP-HB30, RFP-HB34 et GFP-RGA-GFP (contréle) seuls ou

combinés. Le pourcentage de FRET est déterminé selon I’équation suivante :

(Gorr) - Gigrorso )
ZGFP

ngfp

* 100

)

Dans cette équation, GFP représente le temps de demi-vie de la GFP, GFPRFP représente le
temps de demi-vie de la GFP en présence de la RFP, et ngfp, ainsi que ngfprfp représentent
le nombre de noyaux analysés pour chaque combinaison de constructions lors de I'’étude FLIM
FRET. Le pourcentage issu de ces données, nous indique la force d’interaction des deux
protéines testées. Si ce dernier est >7%, une interaction entre les deux protéines est
confirmée. Pour chacune des combinaisons expérimentées, entre 50 et 80 noyaux sont

analysés.

2.6.3. Co-immunoprécipitation (Co-I1P)

Des expériences de Co-IP pour les protéines RGA et HB30 ont été conduites a partir des
lignées stades d’Arabidopsis thaliana exprimant la construction pHB30:HB30-GFP. Le
protocole suivi est décrit en détails dans la publication Daviére et al., 2014. Le kit UMACS
GFP-tagged beads (Miltenyi Biotec), ainsi que les colonnes M columns (Miltenyi Biotec) ont
été utilisés en suivant les recommandations du fournisseur. Lors de cette expérience, 100 pL
de protéines avant passage sur colonne (INPUT), ainsi que 80 L de protéines purifiées issues
de la Co-IP, ont été recueillis. Les protéines captées par 'immunoprécipitation, ainsi que les
protéines associées, sont analysées par Western Blot et révélées a l'aide d’anticorps
spécifiques. Les expériences préliminaires de Co-IP présentées dans cette étude, a partir de

protéines accumulées de maniére transitoire chez Nicotiana benthamiana (selon le protocole
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décrit dans la partie 2.4.5.) ou en utilisant des lignées stables d’Arabidopsis thaliana exprimant

HB30 sous un promoteur constitutif, ont été conduites en suivant le méme protocole.

2.7. Techniques relatives aux interactions protéines-ADN

2.7.1. Retard sur gel (EMSA, Electro-Mobility Shift Assay)

Les protéines HB30 et RGA ont été produites in vitro, en utilisant un extrait de germe de blé
(kit TnT coupled wheat germ extract system de Promega), qui permet de coupler transcription
et traduction en une seule réaction. Deux sondes ADN ont été utilisées, une sonde sauvage
(WT) comprenant I'élément cis consensus défini en Fig. 52 et de séquence

TTCATTAATTACGT, et une version mutée de la sonde (MUT) : TTCATGGGTTACGT, ou le
motif TAAT a été remplacé par GGGT. Les séquences complétes des oligonucléotides sont
disponibles en annexe 6. Les sondes oligonucléotidiques ont été radiomarquées au **P-dCTP
au niveau des leurs extrémités avec I'enzyme Klenow (Fermentas). La réaction EMSA a été
conduite avec les sondes radiomarquées au **P, 2 ug de compétiteur poly(di-dC) et environ
100 ng de la protéine HB30 seule ou en combinaison avec RGA, puis incubée a RT pendant
20 min. Les réactions d’interactions ont été analysées par électrophorése avec un gel
d’acrylamide 6% (conditions natives) dans du tampon 0,5 X TBE. Aprés séchage, le gel a été

autoradiographé a -80°C, pendant une nuit.

2.7.2. Mesure de I'activité transcriptionnelle du complexe HB30-DELLA in planta a I'aide du
systéme luciferase/renilla

Des disques foliaires sont prélevés, a partir de feuilles de Nicotiana benthamiana agro-
infiltrées avec les différentes constructions d’intéréts en combinaison (ainsi que la construction
p35S:P19, toujours présente, qui est un suppresseur d’extinction de géne ou ‘silencing’) et
congelés dans de l'azote liquide. Le matériel végétal est broyé a I'aide de billes en verre (9
0,5mm) dans des tubes Eppendorf SafeLock 1,5mL. Entre deux broyages, 150 L de tampon
de lyse sont ajoutés. Le broyat est centrifugé a 13000 rpm, pendant 5 min, a 4°C. Dans une
plaque 96 puits (Nunc®, Thermo Scientific), 3 uL du surnageant de I'extrait sont ajoutés a 40
ML de Luciferase, puis la plaque est centrifugée 1 min, a 500 rpm. Aprés 10 min d’attente
minimale, (pour permettre la lyse des cellules), a 'obscurité, la luminescence de la firefly est
mesurée a l'aide d’'un luminomeétre (FLUOstar Omega, BMG LABTECH) utilisant le logiciel
Omega - Control (version 5.70 R2). Ensuite, 40 uL de Dual-Glo sont ajoutés dans chaque

puits, puis la plaque est de nouveau centrifugée 1 min a 500 rpm. Aprés 10 min d’attente
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minimale, a I'obscurité, la luminescence de la renilla est mesurée. Les valeurs des activités
luciférases sont obtenues a l'aide du logiciel Mars (version 4.00 R2). Le ratio firefly/renilla des
activités luciférases mesurées, permet de normaliser les valeurs de notre condition par rapport

a un contrdle interne (d’aprés le protocole utilisé dans Resentini et al., 2015).

2.8. Clonage des lignées transgéniques

2.8.1. Les micro-ARN artificiels

Nous avons suivi le protocole « Cloning of artificial microRNAs » de Rebecca Schwab, MPI for
Developmental Biology Tuebingen, 2005 avec le plasmide pRS300 comme matrice. Les
amorces ont été dessinées a I'aide du logiciel http://wmd3.weigelworld.org, pour les différents
couples de génes ciblés, et sont référencées dans I'annexe 8. Aprés clonage et vérification
par séquencage, les constructions ont été intégrées a I'aide du systeme Gateway (décrit partie
2.2.6.), dans le plasmide pB2GW7 (promoteur 35S). La séquence de I'amiR ciblant
spécifiquement HB30 est la suivante : TACTGACTAAACTTCGTGCTG.

2.8.2. Fusion d’un domaine SRDX, afin de convertir un facteur de transcription en répresseur

Nous avons fusionné un domaine SRDX (Hiratsu et al., 2003) « GGGCTGGATCTG
GATCTAGAACTCCGTTTGGGTTTCGCTTAA » en 3’ de la séquence codante pour HB30.
Apres clonage et séquencgage, la construction HB30-SRDX a été intégrée a 'aide du systéeme
Gateway dans le plasmide pMDC7 (sous le contréle d’'un promoteur pXVE, inductible a
'cestradiol). La construction HB30-SRDX a également été introduite dans le plasmide
pB2GW?7 et la construction pHB30:HB30-SRDX dans le plasmide pGWBH1, respectivement.

Les amorces utilisées pour cette expérience sont référencées dans I'annexe 9.

2.8.3. Stratégie CRISPR-Cas9

Deux ARN guides ont été sélectionnés pour chaque gene cible (HB30 et HB33) et intégrés
dans le plasmide pEnchemira2X (Chakrabarti et al., 2019). Ce plasmide pouvant accepter 2
ARN guides, I'un ciblant HB30 et 'autre ciblant HB33, ont été intégrés en combinaison. Les
guides sont ensuite transférés dans un second plasmide contenant, entre autre, le géne
codant pour I'enzyme Cas9 : pYAO:hSpCas9. Le quadruple mutant hb23 hb25 hb31 hb34,
ainsi que des plantes Col-0, ont été transformées avec ce plasmide (d’aprés le protocole décrit

dans la partie 2.1.4).
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Guides ciblant HB30 :
ATTGCGTTAGTGAAGCGGGGTCAT et ATTGCTCGCACTCTCTGGAGGAAG
Guides ciblant HB33:
ATTGAATGGACGGCGTTGGAAGCT et ATTGCACTCACGGTATCTTACGGT

Les graines ayant intégrées la construction, qui expriment alors la GFP, sont sélectionnées a
I'aide du microscope Axiozoom, puis, semées et les plantes cultivées en logette de culture en
conditions contr6lées sous une photopériode de 16h lumiére / 8h obscurité (21°C/18°C). Aprés
floraison des plantes, une étape de sélection est alors conduite a I'aide d’un séquencage des
genes ciblés par les ARN guides, a partir des ADN génomiques (extraits puis purifiés selon
les protocoles détaillés dans les parties 2.2.1. et 2.2.2., respectivement). Les graines issues
de ces plantes sont a nouveau analysées a I'aide du microscope Axiozoom en veillant cette
fois a sélectionner uniquement celles qui n’expriment pas de GFP, signe que le géne codant

pour la Cas9 n’est plus intégré dans le génome de la plante.

2.9. Analyses phénotypiques chez Arabidopsis thaliana
2.9.1. Cultures in vitro

2.9.1.1. Mesure de la longueur des hypocotyles

Les plantules analysées dans cette expérience sont agées de 7 jours et ont été cultivées dans
des armoires de cultures (Sanyo) (d’aprés le protocole 2.1.1.), sous une photopériode de 8h
de lumiere (faible intensité) et 16h a I'obscurité, a une température de 22°C. Les plantules sont

scannées, ensuite, la longueur des hypocotyles a été mesurée a 'aide du logiciel ImageJ.

2.9.1.2. Mesure de la longueur des racines

Les plantules analysées dans cette expérience sont agées de 14 jours et ont été cultivées
dans des armoires de cultures (Sanyo) (d’aprés le protocole 2.1.1.), sous une photopériode
de 16h de lumiére (85 umol photons m™? sec™) et 8h & I'obscurité, & une température de 22°C.
Apres le scan des plantules, la longueur des racines primaires et secondaires a été mesurée

a l’'aide du logiciel ImagedJ.

2.9.2. Cultures en sol

Les conditions de cultures en sol sont détaillées dans la partie 2.1.3.
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2.9.2.1. Mesure de la surface foliaire

La surface foliaire de chaque plante est mesurée chaque jour, a partir du 11°™ jour aprés
germination et jusqu’au 24°™ jours aprés germination, (avant initiation de la hampe florale).
Ces mesures ont pu étre réalisées grace a un script, développé avec I'aide de Jérbme Mutterer

(IBMP), utilisable sur le logiciel Imaged.

2.9.2.2. Analyse du temps de floraison

Le temps de floraison pour un génotype est validé dés lors que la hampe florale a émergé

chez au moins 50% de la population analysée, au cours d’observations quotidiennes.

2.9.2.3. Mesure de la hauteur des plantes

La hauteur de la hampe florale principale est mesurée apres la fin du développement des

inflorescences, les plantes sont 4gées d’au moins 8 semaines.

2.9.2.4. Analyse de la ramification des parties aériennes

Comme ci-avant, les différents paramétres sont mesurés aprés la fin du développement des

inflorescences, chez des plantes 4gées d’au moins 8 semaines.

2.10. Analyses statistiques

Pour les expériences de FRET-FLIM et les études phénotypiques, les analyses statistiques
ont été réalisées a l'aide du logiciel RStudio (Version 1.1.463 — © 2009-2018 RStudio, Inc.).
Plusieurs tests statistiques ont été utilisés dans cette étude : le test de Kruskal-Wallis, le test
Anova a 2 facteurs, suivi d’'une comparaison de Tukey (au risque inférieur a 1 ou 5%), ou le

test de Welch.
Pour les analyses qRT-PCR, l'erreur standard qui est représentée est calculée a partir des

valeurs ACT des réplicats techniques, valeurs obtenues a l'aide du logiciel LightCycler480
1.5.0 SP3.
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Pour les tests d’activité transcriptionnelle, I'erreur standard (ou erreur type) indique la
variabilité technique entre les réplicats. Les différences significatives sont calculées a l'aide
d’un test t de Student (p < 0,05).

2.11. Autres constructions utilisées dans cette étude

Les constructions utilisées dans cette étude, préalablement obtenues par le laboratoire, sont

regroupées dans le tableau ci-dessous.

Insert Plasmide
M5RGA, M5GAI, M5RGL1, M5RGL2, pGBKT7
M5RGL3
RGA pB7WGF2
del1RGA, del2RGA, F1IRGA, ReligRGA pGBKT7
RGA-HA pB2GW7
gai pDONR221
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Annexe 1. Amorces utilisées pour le clonage des régions codantes
Les séquences soulignées correspondent aux séquences attB1 (amorce F) et attB2 (amorce
R), nécessaires pour le clonage par systeme Gateway.

Géne Informations Amorces 5’ 3’ F = sens et R = antisens
HB21-F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGAGATTGCAAGTCAAGAAG
HB21-R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCTAAGGATTAGTAGAAGCAAG
HB22-F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGAATTTTGAGGATCAAGAAG
HB22-R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTTAGGGTTTCTTACCAAGAGA
HB23-F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGATGGATATGACTCCTAC
HB23-R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCGACGACGATGATCCGTTAA
HB24-F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGAAGTTAGAGAGAAGAAAG
HB24-R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTTACAAATCCTTCTTCTTTGC
HB25-F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGAGTTTGAAGACAACAAC
HB25-R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTCATGGTTGGTCTTGTTCATG
HB26-F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGAGCTCGTTATCAAAACC
HB26-R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCTACAACTTCAAATTCAAAGAC
HB27-F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGATGAGATAAAACCAAAG
HB27-R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTCATTCATCAATTATAATTTT
HB28-F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGAGCTTGGAGGAAAATGC
HB28-R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCTATTCACTAATGTTACTATTG
HB29-F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGATTTGTCTTCCAAACC
HB29-R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTCAAGAAGATGAAGACCCATC
HB30-F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGATGTAATAGCTACTAC
HB30-R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCGTCGAAGAAAACGACCCAT
HB31-F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGAAATTGCAAGTCAAGAAG
HB31-R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTCATGGGACGATCTTAGTCAT
HB32-F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGCAGAGTACTTGTGTCTAC
HB32-R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTTAGTGATAAAACTTTTTATTA
HB33-F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGATATGAGAAGCCATGAA
HB33-R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTTAGAGAGTAGTTGTTGGTGT
HB34-F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGCTTGTTAGATCAATGG
HB34-R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCGACGAAGACGACGAGGCG
HB30-R | Avec codon GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTCACGTCGAAGAAAACGACC
STOP
HB33-R | Sans codon GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGAGAGTAGTTGTTGGTGTTGG
STOP
HB25-R | Sans codon GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTGGTTGGTCTTGTTCATGATG
STOP
HB29-R | Sans codon GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTAGAAGATGAAGACCCATCACC
STOP
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Annexe 2. Amorces utilisées pour les gqRT-PCR

Géne Informations Amorces 5’ 3’ F = sens et R = antisens
HB21-F AGCCTCTCTCTATTCTCAGAACCTT
HB21-R AGAGCACATACCCACAACCA
HB22-F GGTGAGGGAGCCACATCTAGT
HB22-R CGCTCCAACTCCTTTACTCCT
HB23-F TGTCGGAGGAGGAGGAGAG
HB23-R CCGCCGCTATCACTATCAA
HB24-F TGACAAGAAGAAAATCATCAGCTC
HB24-R GGCGGTTTGGGAGTAAGTG
HB25-F CCATCGACGCTCTAAAATGC
HB25-R TAATTCCTTGCGGTGGAAGT
HB26-F GACCCTCCGTCCCTTAGGT
HB26-R GAAGGACTACGACGGTGGAA
HB27-F TGGAAAAAGCGAAGGAAAGA
HB27-R ATCGGATCCCCTCCATAACT
HB28-F TCATCAATATCAATCTCATCTTCCA
HB28-R GGGATTATAGAGATGCTGCTTATTG
HB29-F TCTTCTCCCTCCGGCACT
HB29-R GCTGAGGTGTAGTAAGAGCAAGG
HB30-F CGCCGATCTCGTCTTCTTA
HB30-R ATTGGAACCGCCGTGTTA
HB31-F CCACACCGAAAACTCATGC
HB31-R CATTTGGTGTGGCATAGCTG
HB32-F AACGGCTGAGGAAAGAAATG
HB32-R TCTTCCGTCGAAGTCTCCTC
HB33-F CCGATTCACCACCACAAGTA
HB33-R CTCATCGGCGTCACCATT
HB34-F CCGTGAAACTGACGATTCCT
HB34-R GGTTGTTGTTGAAGATGGAAGA

HB23qPCR-F Analyse des mutants CCAACTTCTCTCAAATGTGCTG
HB23qPCR-R Analyse des mutants GGGATTTGGGAAGAGTCGTT
HB31qPCR-F Analyse des mutants TTGCCACAGGAACTTCCATA
HB31qPCR-R Analyse des mutants TGTTGGTGGTAAGGGGACAT
HB33qPCR-F Analyse des mutants GGATATGAGAAGCCATGAAATGA
HB33qPCR-R Analyse des mutants CACCATTGTTGTTGCCATTG

Annexe 3. Amorces utilisées pour les RT-PCR (PCR sur ADNCc)

Géne Informations Amorces 5’ 3’ F = sens et R = antisens
HB23F-rtPCR GCTGCCACCGTAATTTCCAC
HB23R-rtPCR ATCACGGCGGTTAAAGGTGT
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HB25F-rtPCR

GGAGTTTGAAGACAACAACAAC

HB25R-rtPCR CGGAACACCAGTCTCCTGAC
HB28F-rtPCR CACGTGTCGACCAAGGAGC
HB28R-rtPCR CAATCAAAACATACAAGATTCCAC
HB29F-rtPCR Mutants hb29.1 et hb29.2 AAACTCTCTTCCCATCGCCG
HB29R-rtPCR Mutants hb29.1 et hb29.2 TTGGATCTTGATCTGACGGTC
HB31F-rtPCR TCAGTTCAATGTTCAAGAACCTG
HB31R-rtPCR GGAGGAGCAGAATTAGCAGC
HB33F-rtPCR GGATATGAGAAGCCATGAAATGA
HB33R-rtPCR GCTTGTTCATCCTCCACCCT
HB34F-rtPCR GCAACATTCATCAACCAGAGC
HB34R-rtPCR ATCTGAGAACGGTGCGGTTT

HB30.1F-rtPCR

Mutant hb30. 1

TTCAACCGTTGGATTTAGAGC

HB30.1R-rtPCR

Mutant hb30. 1

AACTCGAAATCTTTGGGATGG

HB30.2F-rtPCR

Mutant hb30.2

CGCCGATCTCGTCTTCTTA

HB30.2R-rtPCR

Mutant hb30.2

GATTTTTGCCGTGAGATCGG

EF1-F

TTGCTCCCACAGGATTGACCACTG

EF1-R

TCACTTCGCACCCTTCTTGACG

Annexe 4. Amorces utilisées pour le génotypage des mutants zfhd

NASC ID Mutant zfhd Amorces 5’ 3’ F = sens et R = antisens
N559288-F hb23 CCACCACCACCATCCTCTCC
N559288-R hb23 CGTGGTAAAGAACATTAAAT
N661156-F hb25 CCTAGTGTGTTTTAAGATGAGCCC
N661156-R hb25 AAACTCACCACAACCATCGAC
N617668-F2 hb28 CACGTGTCGACCAAGGAGC

N617668-R2 hb28 CTAAATCTGCTCCTTACGATGG
N877090-F hb29.1 et hb29.2 AAATGCAGGGGTGATACAGTG
N877090-R hb29.1 et hb29.2 TTGGATCTTGATCTGACGGTC
N434816-F hb30.1 TTCAACCGTTGGATTTAGAGC
N434816-R hb30.1 AACTCGAAATCTTTGGGATGG
SM3.3405-F hb30.2 GCAACATTCATCAACCAGAGC
SM3.3405-R hb30.2 GATTTTTGCCGTGAGATCGG
N927066-F hb31 TCAGTTCAATGTTCAAGAACCTG
N927066-R hb31 ATCTTTTGGTGGTTGAGCATG
N597385-F hb33 GCAAAAACTGGGTTTTTCCTC
N597385-R hb33 TGGTGTTGGTGGTTTCTTAGC
N656708-F hb34 GCAACATTCATCAACCAGAGC
N656708-R hb34 GATTTTTGCCGTGAGATCGG
LBb1 T-DNA GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT
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Annexe 5. Amorces utilisées pour le clonage des fusions transcriptionnelles et
traductionnelles

Géne Informations Amorces 5’ 3’ F = sens et R = antisens
attB1- GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGTGCAATAACCCGGCCC
pHB23-F
attB2- GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTAGCTTAAAACATTAATATAACCA
pHB23-R
attB2- GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCGACGACGATGATCCGTTA
HB23-R
attB1- GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCTTTGCGGGATGCGCGTGC
pHB29-F
attB2- GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTAGAAGATGAAGACCCATCAC
HB29-R
attB1- GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGTGCGGTAACAATAAGACC
pHB30-F
attB2- GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGACAACTCAAAACATTTAGGG
pHB30-R
attB2- GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCGTCGAAGAAAACGACC
HB30-R

Annexe 6. Oligonucléotides utilisés dans les expériences de retard sur gel

Géne Informations Amorces 5’ 3’ F = sens et R = antisens
EMSA-WT-F2 GGGGTTCATTAATTACGTAA
EMSA-WT-R2 GGGGTTACGTAATTAATGAA
EMSA-MUT-F2 GGGGTTCATGGGTTACGTAA

EMSA-MUT-R2 GGGGTTACGTAACCCATGAA
EMSA-WT-F Expérience préliminaire GGGGTTCATTAATTACGTAAAAAATTCATTAATTACGT
EMSA-WT-R Expérience préliminaire GGGGACGTAATTAATGAATTTTTTACGTAATTAATGAA
EMSA-MUT-F Expérience préliminaire GGGGTTCATGGGTTACGTAAAAAATTCATGGGTTACGT
EMSA-MUT-R Expérience préliminaire GGGGACGTAACCCATGAATTTTTTACGTAACCCATGAA

Annexe 7. Amorces utilisées pour le clonage des versions délétées de HB30 et HB34

Geéne Informations Amorces 5’ 3’ F = sens et R = antisens
30-ZF-F2 GAAGCGGTTGCGGTTGCGACTGAGGAGGATCCATCTTCTCTCTCTGCCATCG
30-ZF-R GAGAGAAGATGGATCCTCCTCAGTCGCAACCGCAACCGCTTC
30-HD-F TAACACGGCGGTTCCAATGTCTGCTAACGGCGGAGTAGTAGTAG
30-HD-R CTACTACTACTCCGCCGTTAGCAGACATTGGAACCGCCGTGTTA
34-ZF-F CACCACAACAACAACAAAGTCACTGAAACTGACGATTCCTCCGCC
34-ZF-R GGCGGAGGAATCGTCAGTTTCAGTGACTTTGTTGTTGTTGTGGTG
34-HD-F CTCCGCCACGCCTGGCTCGGCAACCACCGTGCAGAGAAAC
34-HD-R GTTTCTCTGCACGGTGGTTGCCGAGCCAGGCGTGGCGGAG
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Annexe 8. Amorces utilisées pour le clonage de I'amiR ciblant HB30

Géne Informations Amorces 5’ 3’
amiR-1-30 gaTACTGACTAAACTTCGTGCTGtctctcttttgtattce
amiR-11-30 gaCAGCACGAAGTTTAGTCAGTAtcaaagagaatcaatga
amiR-111-30 gaCAACACGAAGTTTTGTCAGTTtcacaggtcgtgatatg
amiR-1V-30 gaAACTGACAAAACTTCGTGTTGtctacatatatattcct
mir-A CTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAAC
mir-B GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAG

Annexe 9. Amorces utilisées pour le clonage des lignées SRDX

Geéne

Informations

Amorces 5’ 3’ F = sens et R = antisens

attB1-HB30-F

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATG
GATGTAATAGCTACTACAACT

SRDX-HB30-stop-R1

TTAAGCGAAACCCAAACGGAGTTCTAGATCCAGA
TCCAGCCCCGTCGAAGAAAACGACCCA

attB2-SRDX-R2

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTTAA
GCGAAACCCAAACGGAGTTC

SRDX-HB29-stop-R1

TTAAGCGAAACCCAAACGGAGTTCTAGATCCAGA
TCCAGCCCAGAAGATGAAGACCCATC

Annexe 10. Amorces utilisées pour le clonage des constructions nécessaires aux tests

d’activité transcriptionnelle (systéme luciférase

Géne Informations Amorces 5’ 3’ F = sens et R = antisens
pUC57-F GTAAAACGACGGCCAGTG
pUC57-R GGAAACAGCTATGACCATG

pGREEN-R CGGTAGGCTGCGAAATGCCC

Annexe 11. Amorces diverses

Géne Informations Amorces 5’ 3’ F = sens et R = antisens
GFP-F450 Séquencgage GCCGACAAGCAGAAGAACG
GFP-R200 Séquencgage GTGGTCGGGGTAGCGGC
attb1-GFP GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATG

GTGAGCAAGGGCGAGGAG

GFP-R GGTGGGCCAGGGCACGG
pHB23-F1seq Séquencgage CAACTTTACCATTAATCTCTAC
pHB23-F2seq Séquencgage ATTTTCCGTCGAATATCACCC
pHB23-R1seq Séquencgage GAGCATGTAAGAGGAAGAGAT
pHB29-F1seq Séquencgage GCCATGCAGTTTGATCTTACC
pHB29-F2seq Séquencgage TTTCACTAGAACACGTAATACC

pHB29-R1seq Séquencgage GTAGCCGTGGGACTCGGC
pHB30-F1seq Séquencgage GGATTTGCAAACGATCTTAGG
pHB30-F2seq Séquencgage TTGTCAACGTCATGGAGATAC

pHB30-R1seq Séquencgage CGAGATCGGCGGTGGAGA
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Résultats obtenus ayant été publiés dans des articles scientifiques

En paralléle de mes travaux de thése, j'ai eu I'opportunité de prendre part aux projets des
autres membres de I’équipe, dont les résultats ont pu étre publiés dans 2 articles distincts

(Annexe 12 et 13). J’ai contribué a diverses expériences pour chacun de ces articles.

Annexe 12. Article 1.

Nitrate signaling promotes plant growth by up regulating gibberellin biosynthesis and
destabilization of DELLA proteins.

Lucie Camut, Barbora Gallova, Lucas Jilli, Mathilde Sirlin-dJosserand, Esther Carrera, Lali
Sakvarelidze-Achard, Sandrine Ruffel, Gabriel Krouk, Stephen G Thomas, Peter Hedden,
Andrew L Phillips, Jean-Michel Daviere & Patrick Achard. Current biology, 2021 Nov
22;31(22):4971-4982.e4. doi: 10.1016/j.cub.2021.09.024.

J’ai réalisé plusieurs analyses qRT-PCR visant a suivre, au cours d’une cinétique en présence
de nitrate, I'expression de génes impliqués dans le métabolisme des GA (biosynthése et
signalisation). Ces résultats ont notamment permis de confirmer que le nitrate réduit
'abondance des protéines DELLA, en favorisant I'accumulation de GA, a travers I'activation

de I'expression des génes du métabolisme des GA.

Annexe 13. Article 2.

A quantitative gibberellin signalling biosensor reveals a role for gibberellins in
internode specification at the shoot apical meristem.

Bihai Shi, Amelia Felipo-Benavent, Guillaume Cerutti, Carlos Galvan-Ampudia, Lucas Jilli,
Geraldine Brunoud, Jérome Mutterer, Lali Sakvarelidze-Achard, Jean-Michel Daviére,
Alejandro Navarro-Galiano, Ankit Walia, Shani Lazary, Jonathan Legrand, Roy Weinstein,
Alexander M. Jones, Salomé Prat, Patrick Achard & Teva Vernoux. 2022,
10.1101/2021.06.11.448154, article en invitation a resoumission.

J’ai contribué aux résultats présentés dans cet article en réalisant plusieurs colorations GUS
chez les lignées GID1A, GID1B et GID1C, au stade plantule. Ces résultats ont permis de
préciser les profils d’expression de GID1A, GID1B et GID1C, notamment au niveau de
I’hypocotyle.

Par ailleurs, j’ai aussi testé I'interaction entre Can2, la protéine DELLA mutante, intégrée au

senseur des GA développé par le laboratoire, et les protéines PIF4 et BZR1 connues pour
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interagir avec la protéine DELLA RGA. J’ai pu confirmer, a I'aide d’expériences en double-
hybride chez la levure, que Can2 n’interagit pas avec PIF4 et BZR1, contrairement a RGA
sauvage.

Dans le but de confirmer ces résultats in planta, le laboratoire a croisé une lignée
surexpresseur p35S:BZR1-myc avec le senseur (contentant Can2), afin de réaliser des
expériences de Co-immunoprécipitation. J’ai pu vérifier en amont, par western blot, la forte

accumulation de la protéine BZR1-myc chez la lignée p35S:BZR1-myc.
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SUMMARY

Nitrate, one of the main nitrogen (N) sources for crops, acts as a nutrient and key signaling molecule coordi-
nating gene expression, metabolism, and various growth processes throughout the plant life cycle. It is
widely accepted that nitrate-triggered developmental programs cooperate with hormone synthesis and
transport to finely adapt plant architecture to N availability. Here, we report that nitrate, acting through its
signaling pathway, promotes growth in Arabidopsis and wheat, in part by modulating the accumulation of
gibberellin (GA)-regulated DELLA growth repressors. We show that nitrate reduces the abundance of DEL-
LAs by increasing GA contents through activation of GA metabolism gene expression. Consistently, the
growth restraint conferred by nitrate deficiency is partially rescued in global-DEL LA mutant that lacks all DEL-
LAs. At the cellular level, we show that nitrate enhances both cell proliferation and elongation in a DELLA-
dependent and -independent manner, respectively. Our findings establish a connection between nitrate

and GA signaling pathways that allow plants to adapt their growth to nitrate availability.

INTRODUCTION

Nitrogen (N) is one of the most important macronutrients limiting
plant growth and yield."™® Except for a few plant species that can
use atmospheric N, gas through symbiotic association with
certain soil bacteria, most crops acquire N in the soil from inor-
ganic forms such as nitrate (NO37), the main N source for plants
in agricultural lands.” Nitrate serves as a source of the essential
element found in very diverse macromolecules and a signal
molecule regulating global gene expression and modulating
both root and shoot system architecture.>>°~"

The most-studied nitrate-related signaling pathway is called
the primary nitrate response (PNR). It is characterized by a fast
nitrate-specific (manifested in nitrate reductase-null mutant)® in-
duction of marker genes (reviewed in Medici and Krouk®). These
markers include the nitrate transporter families such as the trans-
ceptor NITRATE TRANSPORTER 1 (NRT1)/PEPTIDE TRANS-
PORTER (PTR) FAMILY 6.3 (NPF6.3, also known as CHLORATE
RESISTANT 1,CHL1 or NRT1.1), NRT2.1 and NRT2.2, the nitrate
assimilation genes NITRITE REDUCTASE (NiR) and NITRATE
REDUCTASE (NIA1 and NIA2), and a multitude of transcription
factors functioning in diverse signaling pathways.>”*"'? Accord-
ing to the current model of PNR, NRT1.1 perceives nitrate
triggering changes in cytoplasmic Ca®* levels,'® which activate

Gheck for
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several members of calcium-sensor protein kinases (CPK10/
30/32)'* that phosphorylate conserved NIN-LIKE PROTEIN
(NLP) transcription factors (NLP6/7)'° to reprogram nitrate-regu-
lated genes ensuring adaptive growth to nitrate availability.'*'®
Despite sophisticated nitrate uptake, storage, and assimila-
tion mechanisms,'? the fluctuation of nitrate concentration in
both time and space, in part due to its high solubility and predis-
position to leaching, requires farmers to supply soil with N-fertil-
izers to ensure optimal crop yield. Hence, since the 1960s, the
application of N-fertilizers associated with mechanization and
the adoption of high-yielding semi-dwarf varieties led to sub-
stantial yield increases, an intensive agricultural practice known
as the “Green Revolution.”'” The resulting semi-dwarf stature
prevents lodging and thus enables higher N-fertilizer applica-
tions. The semi-dwarfing genes of the rice (semidwarf1, sd1)
and wheat (Reduced height 1, Rht-1) varieties were character-
ized and shown to inhibit the synthesis and action, respectively,
of gibberellin (GA) growth hormones.'” Strikingly, despite that
more than 70% of wheat cultivated worldwide carry a GA-insen-
sitive Rht-1 dwarfing allele,'® little is known about whether and
how GA contributes to nitrate-regulated growth processes.
GAs constitute a class of diterpenoid molecules controlling ma-
jor aspects of plant growth and development. Mutants deficient in
GA biosynthesis or responses are dwarfs and late flowering, while
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elevated GA signaling results in taller plants and early flowering.
Bioactive GA promotes growth by opposing the functions of
DELLA growth repressing proteins (DELLAs), members of the
GRAS family of transcriptional regulators.'® While cereals usually
harbor a single DELLA paralog, such as SLENDER RICE 1 (SLR1)
in rice and REDUCED HEIGHT 1 (RHT-1) in wheat,”° the Arabi-
dopsis genome encodes five DELLAs, GA-INSENSITIVE (GAl),
REPRESSOR of ga7-3 (RGA), RGA-LIKE1 (RGL1), RGL2, and
RGL3."? GA-mediated physiological responses are activated by
the binding of bioactive GA to the GA receptors GIBBERELLIN
INSENSITIVE 1 (GID1) that trigger the destruction of DELLAs
through the ubiquitin-dependent 26S proteasome pathway.'®
DELLAs repress GAresponses by interacting with and modulating
the activity of DELLA-interacting partners (DIP) such as transcrip-
tion factors or regulators, and chromatin-remodeling com-
plexes.”’ Thereby, DELLAs regulate the expression of a broad
array of genes involved in various pathways.

Similar to other phytohormones, GAs act as mediators of envi-
ronmental signals, allowing plants to respond, often rapidly, to
changes in light conditions, temperature, water, and nutrient sta-
tus.??2® Usually, DELLA accumulation reduces growth to priori-
tize resources to defense mechanisms, whereas GA-mediated
DELLA degradation stimulates growth under favorable condi-
tions.?” Hence, it is now accepted that GA signaling enables
appropriate growth in adverse environments.”**’ Interestingly,
recent experiments have shown that physical interactions be-
tween the rice DELLA SLR1 and GROWTH-REGULATOR FAC-
TOR 4 (GRF4) transcription factor co-regulate growth and the
metabolism of carbon and nitrogen.”® Whereas GRF4 promotes
N assimilation, carbon fixation, and plant growth, DELLAs repress
these processes. Moreover, a recent study has reported that
SLR1, and also GID1, are able to interact with NITROGEN-MEDI-
ATED TILLER GROWTH RESPONSE 5 (NGR5), a rice APETALA2-
domain transcription factor induced by N.?° SLR1 accumulation
competitively inhibits GID1-NGR5 interaction, which in turn en-
hances NGR5 stability and thereby shoots branching.?® Thus,
although it is apparent that GA signaling regulates growth and ni-
trogen-use efficiency, at present, itis currently unclear whether GA
is a component of the regulatory pathway controlling the nitrate-
dependent growth. Here, we undertook a molecular and genetic
approach to evaluate the role of GA metabolism and signaling in
nitrate-regulated growth processes in Arabidopsis and wheat.
Essentially, we show that nitrate increases bioactive GA levels,
thus promoting the degradation of DELLAs. Reduced DELLA
accumulation in turn activates cell proliferation and, as a conse-
quence, root and shoot growth. Plant growth adaptation to fluctu-
ating nutrient environment can be understood as a feedforward
cycle, where nutrients promote plant growth through regulating
hormones biosynthesis and transport, and, in turn, hormonal path-
ways control nutrient provision to growth rate.**' Our data lead to
the proposal that the GA pathway is a major regulator of this feed-
forward loop interconnecting plant growth to nitrate availability.

RESULTS

Nitrate promotes plant growth in a DELLA-dependent
manner

In response to nitrate availability, the root and shoot system ar-
chitecture undergoes important developmental changes. Thus,
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while adequate nitrate availability increases the length of both
primary and lateral roots, low and high nitrate supplies inhibit
their growth.*? Similarly, nitrate limitation reduces shoot growth
and delays axillary bud activation and therefore shoot branch-
ing.>® Although well described as growth regulators preventing
excessive elongation in response to high N fertilizer supply, it is
still unclear whether the GA-regulated DELLA proteins inhibit
growth under low N regimes.'”"'® To assess this point, we first
investigated the involvement of DELLAs in the regulation of pri-
mary root growth in the absence of nitrate (or 0.5 mM gluta-
mine, an alternative N source) and in response to increasing
amounts of nitrate. For this purpose, we compared the primary
root length of Arabidopsis wild-type and global-DELLA mutant
seedlings (lacking all five Arabidopsis DELLAs) grown with ni-
trate supply ranging from 0 to 50 mM (Figures 1A and 1B). As
previously reported,*® the growth of the primary roots was pro-
portionally correlated with the amount of nitrate, from low to
adequate concentrations (10 mM NO3™ in our growth condi-
tions) and then inversely correlated under high nitrate supply
(50 mM NOg3"). Interestingly, we observed that the primary
root growth of 7-day-old global DELLA mutant seedlings was
less affected by low and high nitrate supply than that of the
wild type (Figure 1B). Whereas the length of global-DELLA
mutant seedling roots grown on 0.25, 0.5, 1, and 50 mM NO3;~
was significantly longer than wild-type roots, their differences
decreased on adequate nitrate supply (10 mM NO3z"). Thus,
DELLA function inhibits root growth in response to low and
high nitrate availability but becomes less critical on optimal ni-
trate supply (Figures 1A and 1B).

Next, to examine the contribution of DELLAs to nitrate-medi-
ated growth processes during shoot development, we grew Ara-
bidopsis wild-type, global DELLA, and ga20ox1 mutants (a weak
GA biosynthesis mutant)®*~*° on a perlite vermiculite soil supple-
mented with increasing amounts of nitrate (ranging from 2 to
50 mM NO3). It is noteworthy that nitrate concentrations used
for in vitro experiments (Figures 1A and 1B) may not be directly
comparable to those applied in soil. Nevertheless, in a similar
way to the above growth responses, we found that whereas
the height of 7-week-old wild-type plants increased with the con-
centration of nitrate present in the soil, the growth response was
attenuated in mutants altered in GA pathway (Figures 1C and
1D). Furthermore, while the diameter of wild-type rosettes
became larger when nitrate supply was increased, the global-
DELLA mutant rosettes were insensitive to a change from 10
to 50 mM NOj3™ (Figure 1E). Taken together, these results demon-
strate that nitrate promotes growth in part via a DELLA-depen-
dent mechanism.

There is considerable evidence suggesting that nitrate-depen-
dent regulation of bud activation and elongation are triggered by
changes in hormone action.®®> GA has long been known to
repress shoot branching; GA-deficient mutants display a high
degree of branching.®” We found that nitrate supply increased
the number of primary branches of wild-type and ga20ox7
mutant plants in contrast to global-DELLA mutant plants (Fig-
ure 1F). Thus, similar to the above results, nitrate enhances
bud outgrowth in a DELLA-dependent manner. At this stage, it
remains unclear whether the NGR5-GID1-DELLA competitive
binding mechanism controlling shoot branching in rice also oper-
ates in Arabidopsis.”®
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Figure 1. Nitrate regulates plant growth in part in a DELLA-dependent manner
(A) Representative 7-day-old wild-type (Ler) and global DELLA mutant seedlings grown on media containing increasing concentrations of nitrate (NO3"), as

indicated. GIn, glutamine. Scale bar represents 1 cm.

(B) Root length of 7-day-old wild-type (Ler) and global DELLA mutant seedlings grown on increasing concentration of nitrate, measured between day 2 and day 7
post-germination. Different letters denote significant differences (p < 0.05) from the wild type using two-way ANOVA followed by a Tukey’s test for multiple
comparisons. 25 < n < 61 seedlings were analyzed for each boxplot. Similar results were obtained in independent experiments.

(C) Representative 7-week-old wild-type (Ler) and global DELLA mutant plants grown on perlite vermiculite soil supplemented once a week with a nutritive

solution containing 2, 10, or 50 mM NO3™.

(D-F) Height of 7-week-old (13 < n < 17 plants) (D), rosette diameter of 5-week-old (16 < n < 18 plants) (E), and number of primary shoots of 8-week-old (14 < n
< 19 plants) (F) wild-type (Ler), global DELLA, and ga20ox1 mutant plants grown on different nitrate conditions, such as in (C). Different letters denote significant
differences (p < 0.05) using two-way ANOVA with Tukey’s test for multiple comparisons. Similar results were obtained in independent experiments.

Nitrate promotes root meristem growth via DELLA-
dependent action on cell proliferation

Plant growth is regulated through the activity of apical and inter-
calary meristems in which the cells divide before elongating and
differentiating. Moreover, GA promotes growth through cell pro-
liferation and cell elongation by stimulating the degradation of
nuclear DELLAs."**® Previous works reported a key role for DEL-
LAs in controlling root apical meristem (RAM) activity.>**° To

investigate whether DELLAs play an essential function in regu-
lating RAM activity in response to nitrate availability, we
measured the size of the RAM of Arabidopsis wild-type and
global-DELLA mutant seedlings throughout their development
(from 3- to 7-day-old) on low (0.5 mM) and adequate (10 mM)
NO;3™ conditions. Root meristem length was represented as the
number of cortical cells between the quiescent center (QC) and
the first elongated cell.*® We found that whereas the size of the
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root meristem of wild-type seedlings grown on 10 mM NO3;~ was
significantly increased compared to those grown on 0.5 mM
NOj37, the global-DELLA mutant root meristem was less sensitive
to the effect of nitrate (Figure 2A).

To corroborate this finding, we also analyzed the activity of the
mitotic CYCLIN B1;2-GUS reporter in wild-type and gai-t6 rga-24
double mutant (a mutant lacking the two main DELLAs restraining
growth).”® We observed that the number of dividing cells signifi-
cantly decreased in the RAM of wild-type seedlings grown in ni-
trate-deficient condition compared with those grown on 10 mM
NO;3™ (Figures 2B and 2C). In contrast, the number of dividing cells
in the gai-t6 rga-24 RAM was less affected by the reduction in ni-
trate availability. Taken together, these results indicate that DEL-
LAs contribute to the nitrate-induced cell division activity.

Because root growth is the result of both cell division and cell
expansion, we next asked whether nitrate and DELLAs jointly
regulate root cell elongation. To this end, we measured the
length of differentiated cortical cells in the root differentiation
zone of 7-day-old wild-type and global-DELLA mutant seedlings
grown on low (0.5 mM) and adequate (10 mM) NO3~ conditions.
We found that nitrate increased the length of the cells at a similar
level in wild-type and global-DELLA mutant seedling roots

4974 Current Biology 37, 4971-4982, November 22, 2021

glokakDELLA (D) Length of differentiated cortical cells of 7-day-

old wild-type (Ler) and global DELLA mutant
seedlings grown without nitrate (0 mM) or with 0.5
or 10 mM NOg™. Different letters denote significant
differences (p < 0.05) using two-way ANOVA with
Tukey’s test for multiple comparisons. 51 < n <
66 differentiated cortical cells were analyzed for
each boxplot. Similar results were obtained in in-
dependent experiments.

(Figure 2D). Thus, despite reports that GA/DELLA regulates cell
elongation in root,*® adequate nitrate supply (10 mM NO3) en-
hances cell expansion in a DELLA-independent fashion.

Low nitrate availability enhances DELLA protein
accumulation

In a subsequent experiment, we investigated whether the nitrate-
regulated growth processes are associated with DELLA protein
accumulation. To this end, we used RGA,,..GFP-RGA transgenic
seedlings expressing a functional GFP-RGA protein visible in nu-
cleus of root cells.*’ We found a significant decrease of the GFP-
RGA signal in the RAM of seedlings grown on 1 and 10 mM NO3;~
compared to those grown on low-nitrate conditions (Figure 3A).
By contrast, GFP-RGA signal was increased in RAM of seedlings
grown on GIn or ammonium chloride (NH,CI), two alternative N
sources, thus confirming that this response is specific to nitrate
(Figure S1). Remarkably, consistent with the above growth pheno-
types, we also observed anincrease in GFP-RGA signalin seedling
roots grown on high nitrate conditions (50 mM NOg"; Figure 3A).
Then, we investigated the effect of nitrate supply on GFP-RGA pro-
tein accumulation in seedling roots and shoots. Accordingly, we
found that nitrate substantially decreases the accumulation levels
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are associated with DELLA accumulation
(A) GFP fluorescence in root meristem of 7-day-old
RGA,L:GFP-RGA seedlings grown on media
containing increasing concentration of nitrate
(NOg"), as indicated. Allimages were obtained with
the same parameters. Gin, glutamine. Scale bars
represent 100 um. More representative images are
provided (Figure S1).
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of GFP-RGA protein in both roots and shoots, but their sensitivity
to nitrate was different. Indeed, while 1 mM NO3~ was sufficient to
trigger a significant reduction in GFP-RGA level in roots, 10 mM
NO3;~ was required to induce the same response in shoots (Figures
3B, 3C, S2A, and S2B). Finally, to further substantiate the effect of
nitrate on DELLA protein abundance, we determined the accumu-
lation levels of endogenous RGA protein in shoots and roots of
seedlings transferred from nitrate deficiency to adequate nitrate
conditions (10 mM NOj3"), and inversely. Time course analysis in
seedling shoots revealed that nitrate supply decreases RGA pro-
tein abundance and nitrate deficiency increases RGA accumula-
tion within 48 h (Figures 3D, 3E, S2C, and S2D). A similar response
was also observed in seedling roots, although the difference was
less pronounced (Figures 3F, 3G, S2E, and S2F).
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Nitrate enhances GA synthesis

An increase in the amount of GA induces a reduction in DELLA
abundance, which in turn activates plant growth.*’ Moreover,
GA metabolism is influenced by various environmental signals
including nutrient availability.”>*®*” We next examined whether
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(0.5 mM) and adequate (10 mM) nitrate
conditions, and 48 h after a transfer from
0.5to 10 mM NO3". The levels of the major
biologically active GA in Arabidopsis, GA4,
as well as intermediate GAs (GA;» and
GA,4) were significantly increased in seed-
lings grown with 10 mM NO3;~ compared
with those of seedlings grown on low ni-
trate (Figures 4A and 4B). Remarkably, the contents in GAg4 (the
inactive 2B-hydroxylated product of GA4) were also increased in
seedlings transferred to 10 mM NOj™ (Figure 4B). This last result
emphasizes that the increase in GA,4 level is not the consequence
of a reduction in the activity of the GA 2-oxidases, which catalyze
the conversion of GA, into GAg,.*?

Subsequently, we investigated whether this increase in GA
contents correlated with changes in the expression of GA
biosynthetic genes. Surprisingly, most of GA biosynthetic genes
did not show any obvious expression trend in response to a
transfer from nitrate deficiency to adequate nitrate conditions,
except a downregulation for some of the genes, 48 h after the
transfer to 10 mM NOj3~ (Figure S3). However and consistent
with the nitrate-induced accumulation of GA; and GAsz4, we
found that expression of GA3ox7 (which catalyzes the conver-
sion of GAg into GA4) and GA20x2 is substantially upregulated
by nitrate supply (Figures 4C and S3). When examining the
expression of GA signaling genes, such as those encoding the
DELLAs and GA receptors GID1, most of them did not react in
response to nitrate supply, apart from a downregulation trend
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Figure 4. Nitrate promotes GA synthesis

(A) Simplified GA biosynthetic pathway. Biosynthetic enzymes are highlighted
in red. GGDP, geranyl geranyl diphosphate; CDP, ent-copalyl diphosphate;
CPS, ent-copalyl diphosphate synthase; KS, ent-kaurene synthase; KO, ent-
kaurene oxidase; KAO, ent-kaurenoic acid oxidase.

(B) Concentration of GAs (pg g™' dry weight) in 7-day-old wild-type (Ler)
seedlings grown on 0.5 or 10 mM NO3™, or 2 days after a transfer from 0.5 to
10 MM NOj3"™. Endogenous GAg was analyzed but not detected. The values are
means + SD of four biological replicates. Asterisks indicate significant differ-
ences (*p < 0.05; **p < 0.01) for 10 mM versus 0.5 mM NO3;™~ growth conditions
by Student’s t test.

(C) Time course of GA3ox1 transcript accumulation in 7-day-old wild-type
(Col-0) seedlings that have been transferred from 0 to 10 mM NOj™ for the time
indicated. Data are means + SD of three biological replicates, and different
letters denote significant differences (p < 0.05) using one-way ANOVA with
Tukey’s test for multiple comparisons. Expression levels of related GA meta-
bolism and signaling genes are provided (Figure S3).

48 h after transfer, similar to most of GA metabolism genes
(Figure S3).

DELLA abundance is regulated by nitrate-dependent
signaling

To test how nitrate controls the GA-DELLA pathway, we first
examined the effects of nitrate on RGA protein accumulation in
a nitrate reductase (NR)-null mutant (nia7 nia2).> We found that
nitrate decreases substantially the abundance of RGA protein
in both wild-type and nia7 nia2 mutant shoots (Figures 5A and
S4A). Thus, DELLA accumulation is regulated by nitrate
signaling, independent of nitrate reduction and therefore the N
status of the plant. In a subsequent experiment, we analyzed
the accumulation of RGA protein in nrt2.1 nrt2.2 (nrt2.1-2), which
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is mutated in two linked genes responsible for high-affinity nitrate
uptake in Arabidopsis roots.*® As previously reported, the nrt2.1-
2 double mutant displayed a reduction in shoot biomass
compared with the wild type, caused by a decrease of nitrate up-
take (Figures S4B and S4C). As expected, RGA accumulated to
higher levels in nrt2.1-2 mutant rosettes of 4-week-old plants
grown on both low (0.5 mM) and non-limiting (10 mM) nitrate
supply, compared with the wild type (Figures 5B and S4D).

Key components of the nitrate-signaling pathway are the
NLP6 and NLP7 transcription factors, which control the expres-
sion of a large number of early nitrate response genes.'%'*¢ To
examine the involvement of the NLP in the nitrate-regulated GA-
DELLA pathway, we initially took advantage of previously re-
ported genome-wide analyses performed on wild-type and
nip7 mutant during a short-term nitrate resupply kinetics.'%'®
Remarkably, these analyses revealed that even though NLP7
does not bind the genomic region of GA30x1 in chromatin immu-
noprecipitation assay, GA3ox1 is among the list of NLP7-depen-
dent nitrate-inducible genes.'%"® In agreement with these find-
ings, we confirmed that nitrate-NLP7 pathway regulates the
expression of GA3ox1 (Figure 5C). Whereas the expression of
GA3ox1 was upregulated in wild-type seedlings upon nitrate
supply, its expression was only transiently induced in nip7
mutant. Consistent with this expression pattern, nitrate supply
increased the contents of bioactive GA4 (product of GA3ox activ-
ity) in wild-type seedlings, but not in nijp7 mutant (Figure 5D). By
contrast, nitrate supply increased the levels of GA1, and GAy4 in
both wild-type and nlp7 mutant, suggesting that nitrate regulates
the early GA biosynthetic steps in an NLP7-independent manner
(Figure 5D). Finally, we analyzed the accumulation levels of RGA
in wild-type and nlp7 mutant seedlings in a time course analysis
after a transfer from nitrate deficiency to adequate nitrate condi-
tions. While nitrate supply triggered a reduction of RGA accumu-
lation in the wild type 48 h after transfer, the amount of RGA was
relatively stable in nljp7 mutant, in accordance with the levels of
GA3ox1 transcripts and GA4 contents detected in wild-type and
nlp7 mutant (Figures 5E and S4E). Overall, these results indicate
that nitrate-NLP7 signaling decreases DELLA accumulation
through the activation of GA, synthesis (via upregulation of
GA3ox1 gene expression).

Effect of nitrate on GA metabolism and growth
processes in wheat

To examine whether the role of the GA-DELLA pathway in ni-
trate-mediated growth processes is conserved in diverse angio-
sperms, we analyzed the effect of nitrate (used as the only N
source) on the growth of wheat seedlings (cv. Cadenza) that
have altered GA signaling. We compared wild-type (Rht-1 tall)
against Rht-D1b (semi-dwarf) and Rht-B1c (severe-dwarf)
gain-of-function mutants that express constitutively active
DELLA (Rht-1) proteins conferring GA-insensitive dwarfism.?%**
For this experiment, wild-type, Rht-D1b, and Rht-B1c mutants
were grown on a perlite vermiculite soil supplemented 3 times
per week with the Letcombe nutrient solution containing nitrate
(+N; 1.5mM Ca(NOg),, 5 mM KNO3, and 2 mM NaNOs) or without
N (-N; 1.5 mM CaCl,, 5 mM KCI, 2 mM NaCl), and the length of
the primary leaf sheath was measured. As previously reported
with other semi-dwarf Rht-1 mutant alleles,’”'® the Rht-D1b
and Rht-B1c mutant wheat was relatively insensitive to nitrate



Current Biology ¢? CellPress

A Col-0 nia1 nia2 B Col-0 nrt2.1-2
0 10 0 10 NO, (mM) 0.5 5 05 5 NO, (mM)
24h 48h 72h 24h  48h g Q g RGA
.".“ ..‘“. RGA 1 117

0.39 056 0.50 065

1.60 1.66
| Coomassie

077 0.56 0.60 0.34 55|
- # blue staining

Coomassie
blue staining

Cc D
6 16
[e] Col-0 [5] Col-0, 0 mMNO;
[e] nip7- 14 Col0, 10mMNO;
5 * 3
b b [©] nip7-1, 0 MM NO;
12
, . JE b nip7-1, 10 MM NO,

0.8
0.6 P c

7
0.4 a b

oL T all | e ﬁfﬁﬁ %ﬁ&r’q ) |

Relative GA3ox1 expression level
GA contents (ng/g dry weight)

a
a aa

O 0
oY e GA,, GAs GA,, GA,
3
E
Col-0 nlp7-1
0 10 0 10 NO, (mM)
7d  24h 48h 7d  24h 48h
— — - RGA
1 127 042 1 116 084
| Coomassie
| i blue staining
4 — 3

Figure 5. DELLA accumulation is regulated by NO; -dependent signaling pathway

(A) Immunodetection of RGA in shoots of 7-day-old wild-type (Col-0) and nia1 nia2 mutant seedlings transferred from nitrate-deficient conditions (0 mM) to 10 mM
NOj™ for the time indicated. Replicate gels are provided (Figure S4A).

(B) Immunodetection of RGA in 4-week-old wild-type (Col-0) and nrt2.1-2 double-mutant plants grown on 0.5 or 5 mM NO3™.
(Figure S4D).

(C) Relative GA30x1 expression in 7-day-old wild-type (Col-0) and nip7-1 mutant seedlings that have been transferred from nitrate-deficient conditions (0 mM) to
10 mM NOj3™ for 24 or 48 h. Asterisks indicate significant differences (“p < 0.05) for Col-0 versus nip7-1 by Student’s t test.

(D) GA contents (ng g~ dry weight) in 7-day-old wild-type (Col-0) and njp7-7 mutant seedlings grown on 0 mM NO3™ or 2 days after a transfer from 0 to 10 mM
NOj". Different letters denote significant differences (p < 0.05) using two-way ANOVA with Tukey’s test for multiple comparisons.

(E) RGA protein accumulation in wild-type (Col-0) and njp7-1 mutant seedlings transferred from nitrate-deficient conditions (0 mM) to 10 mM NOj3™ for 24 or 48 h.
Numbers represent the fold increase in RGA protein levels relative to blue-stained protein signal. Replicate gels are provided (Figure S4E).

Replicate gels are provided

supply. Whereas the length of the primary leaf sheath was sub-
stantially longer in 3-week-old wild-type plants grown with ni-
trate (compared with those grown without N), nitrate supply
had, respectively, little or no effect on the primary leaf sheath
length of Rht-D1b and Rht-B1c mutants (Figures 6A and 6B).
Thus, nitrate enhances wheat growth in part via a DELLA-depen-
dent mechanism.

As a next step, we determined the contents of GA in the first
internode of 3-week-old wild-type plants grown with NO3™ or
without N. In wheat, the 13-hydroxylation pathway leading to
active GA; is the main GA biosynthetic route®® (Figure 4A). We
found that nitrate supply increases the levels of bioactive GA;,
GA intermediates (GAs3, GA44, and GA1g), and inactivation prod-
uct GAg (Figure 6C).
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Figure 6. Effects of nitrate on GA metabolism and growth in wheat

(A) Leaf sheath length (mean + SD of three biological replicates) of 3-week-old wild-type (cv. Cadenza), Rht-D1b, and Rht-B1c mutant wheat grown on perlite
vermiculite soil supplemented 3 times per week with a nutritive solution without nitrogen (-N) or containing NO3~ (+N). Different letters denote significant dif-
ferences (p < 0.05) using two-way ANOVA with Tukey’s test for multiple comparisons. 15 < n < 20 plants were analyzed for each biological replicate.

(B) Representative 3-week-old wild-type (cv. Cadenza), Rht-D1b, and Rht-B1c mutant wheat grown as in (A). The arrows indicate the length of the first leaf sheath.
Scale bars represent 1 cm.

(C) Concentration of GAs (ng g~' dry weight) in the first internode of 3-week-old wild-type (cv. Cadenza) wheat grown as in (A). The values are means = SD of three
biological replicates. Asterisks indicate significant differences (*p < 0.05; **p < 0.01) for +N versus -N by Student’s t test.

(D-F) Effect of nitrogen withdrawal on internode elongation and GA contents in wheat.

(D) Sections of elongated stem at anthesis. P-1, second internode; P-2, third internode; P-3, P-4, further internodes.

(E) Internode length (mean + SE; n = 15) of 7-week-old wild-type wheat (cv. Cadenza) growing on different nitrogen (N) status. Plants were grown on sand perlite
soil supplemented three times in the first week with a nutritive solution containing NO3™ (+N). The plants were then divided into six treatment groups for which N

(legend continued on next page)
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We also investigated the effect of nitrate on growth and GA
synthesis at a later stage, in 7-week-old wheat cv. Cadenza
(Rht-1 tall). In this experiment, the plants were grown with nitrate,
and then N was sequentially withdrawn week after week, over a
timescale of 6 weeks until booting stage. Noteworthy, main tillers
were removed from all plants as they appeared, to avoid N re-
sources being redistributed between tillers. In this growth
context, we found that the peduncle and first two internodes
were gradually shorter as time with N decreases (Figures 6D
and 6E). By contrast, there was no significant difference in the
lengths of the third and fourth internode across treatment groups
when compared to control (Figure 6E). Consistent with these
physiological traits, we found that N withdrawal had a gradual ef-
fect on endogenous GA contents in the first internode at booting
stage. All GA quantified displayed a steady gradual increase with
increasing length of time that the plants were supplied with ni-
trate (Figure 6F). Thus, altogether, and as previously shown
with Arabidopsis, these results demonstrate that nitrate en-
hances wheat growth in part through activation of GA pathway.

DISCUSSION

Plants are sessile organisms that must perpetually adapt their
growth and development to fluctuating nitrate concentrations in
the soil. It is now established that GA signaling plays a critical
role in modulating plant growth in response to environmental
changes including nutrient availability.?>2° While semi-dwarfing
genes that interfere with the action or production of GA contrib-
uted to substantial yield increases during the green revolution
because they prevent excessive stem elongation in response to
high nitrogen fertilizer regimes,'” the role of GA signaling in adapt-
ing plant growth to nitrate availability remained unclear. The ex-
periments described here investigate the connections between
the GA pathway and the nitrate-dependent signaling pathway.
Plant root development is strongly influenced by nitrate con-
centrations in the soil. Whereas limited nitrogen provisions
inhibit the primary root length, excess supply of nitrate also
leads to a repression of root elongation.***> Remarkably, we
observed that low (0.5 mM NO3") and high (50 mM NO3") nitrate
provisions promoted the accumulation of RGA in roots and that
the growth of global-DELLA mutant roots was less affected by
these extreme nitrate concentrations than those of wild-type
seedlings. Furthermore, the abundance of RGA in wild-type
roots and the difference in root growth between wild-type
and global-DELLA mutant seedlings decreased progressively
with increase in nitrate supply, from low (0.5 mM NO3") to
adequate (10 mM NO3") concentrations. Thus, low (and high)
nitrate conditions repress root growth in part via a DELLA-
dependent pathway. Consistent with our findings, a previous
work has reported a similar effect of high nitrate supply on plant
growth and GFP-RGA accumulation in RGA,.:GFP-RGA seed-
lings roots, except that the range of NO3™ concentrations used
by the authors was 10-fold less than in our growth conditions.*®

¢ CellP’ress

This difference in effective NO3™ levels could be attributed to
the composition of the N-free medium, which is different be-
tween the two works. Interestingly, we also found that seedling
shoots had a similar response to roots in terms of RGA accu-
mulation, even though the shoots tend to be less sensitive to
nitrate than roots. Consistent with this observation, global
gene-expression analyses revealed that, while roots treated
with low nitrate have a much wider response than shoots in
term of the number of genes altered, the shoots can be as
responsive as roots to adequate nitrate concentrations.>*’
Thus, it is likely that in our growth conditions, 1 mM NO3~ sup-
ply is the minimal concentration to trigger a decrease in RGA
abundance in seedling roots, while 10 mM NOj3™ is required
to observe the same phenomenon in shoots. Moreover, the ki-
netics of DELLA disappearance in response to a transfer from
nitrate deficiency to adequate nitrate conditions (and recipro-
cally) is similar in both roots and shoots and is visible within a
few days after transfer.

Our results also demonstrate that nitrate promotes stem elon-
gation and shoot branching in Arabidopsis and leaf sheath elon-
gation in wheat in part through a DELLA-dependent mechanism.
Thus, nitrate-mediated regulation of DELLA accumulation is a
general mechanism that is conserved among flowering plants
and throughout plant development. Consistent with this finding,
we found that nitrate enhances the accumulation of bioactive
GAs in both Arabidopsis and wheat. At this stage, it remains un-
clear whether nitrate enhances the accumulation of bioactive
GA; in wheat through the NLP-dependent signaling pathway,
such as in Arabidopsis. Interestingly, not only the bioactive
GAs increased in response to nitrate supply but also GA;, and
GAs3 in Arabidopsis and wheat, respectively, and later interme-
diate GAs. This implies increased activity of the earlier part of
the GA biosynthetic pathway and enhanced metabolic flux
through the pathway (Figure 4A). Overexpression of ent-copalyl
diphosphate synthase (CPS) and ent-kaurene synthase (KS) in
Arabidopsis massively increases the supply of GA4,, but this
has almost no effect on the levels of bioactive GAs.*® Thus,
although it is likely that nitrate regulates the GA pathway at mul-
tiple levels, it enhances the production of bioactive GAs via its ef-
fect on the final steps of GA biosynthesis. It is worth noting that,
while our results in Arabidopsis indicate that nitrate induces the
expression of GA3ox7, we cannot exclude the possibility of
post-translational regulation of GA biosynthetic enzymes (e.g.,
protein turnover) and allosteric control of enzyme activity, two
important mechanisms largely understudied.®*° Moreover, it
is important to emphasize that various other hormones, including
cytokinins, also act as second messengers in response to ni-
trate, adapting plant growth to fluctuating environments.*%*"

Previous works revealed that bioactive GAs promote root
growth through cell division and expansion by stimulating the
degradation of DELLAs in endodermal cells of the RAM and
root elongation zone, respectively.**° In elongating roots,
bioactive GAs are translocated in the endodermis by the

was sequentially withdrawn from the watering solution week by week, as indicated. Asterisks indicate significant difference (p < 0.05) for comparisons within
internodes for treatments 1-5 weeks with N compared to control, according to two-way ANOVA followed by least significant difference (LSD) test.

(F) Concentration of GAs (ng g™' dry weight) in peduncle and peduncle nodes of 7-week-old wild-type wheat grown on different N status, as in (A). Asterisks
indicate significant difference (p < 0.05) for comparisons within treatments (1-5 weeks with N compared to control) for each GA, according to residual maximum

likelihood (REML) followed by LSD test.
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GA transporter NITRATE TRANSPORTER1/PEPTIDE TRANS-
PORTER FAMILY 3 (NPF3) localized in the plasma membrane
of endodermal cells.®" > We also observed that adequate nitrate
supply enhances primary root growth by activating both cell pro-
liferation and elongation. However, unexpectedly, whereas ni-
trate increased the number of cortical cells in root meristem via
a DELLA-dependent mechanism, it increased cell elongation
in a DELLA-independent manner. DELLAs restrain cell-cycle
activity by enhancing the expression of cell-cycle inhibitors.*°
Accordingly, we found that mitotic activity (monitored with the
CYCB1;2:Dbox-GUS reporter) was less reduced in the RAM of
the DELLA loss-of-function gai-t6 rga-24 mutant grown on low-
nitrate conditions than those of the wild type. By contrast, low ni-
trate restrained cell length of both wild-type and global-DELLA
mutant seedling roots. Thus, it is likely that nitrate induction of
cell size is driven by other hormonal pathways.®" Of note, it has
recently been reported that nitrate promotes cell size by
increasing ploidy level.>®

Itis now well established that the nitrate-signaling pathway ac-
tivates plant growth by controlling the hormonal status of the
plant.>°*" Reciprocally, hormone-signaling pathways regulate
nitrate acquisition and assimilation, constituting a retro-control
of growth on N provision. A recent report revealed that Rht-1
dwarfing genes restrain nitrate uptake and assimilation by inter-
acting with and inhibiting the activity of GRF4, a transcription
factor that positively regulates N metabolism.>> We propose
that GA-nitrate interplay provides a highly regulated mechanism
permitting flexible and appropriate growth in response to N
availability.
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REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER

Antibodies

RGA Agrisera AS11 1630; RRID: AB_10749442
GFP Takara Bio 632380; RRID: AB_10013427

PSTAIRE (Cdc2 p34)
peroxidase-conjugated
goat anti-rabbit IgG

peroxidase-conjugated
goat anti-mouse IgG

Santa Cruz Biotechnology
Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Sc-53; RRID: AB_2074908
G21234; RRID: AB_2536530

G21040; RRID: AB_2536527

Chemicals, peptides, and recombinant proteins

Propidium iodide
Cyber green

Sigma Aldrich
Roche

Product No.P4170
Cat. No. REF 04707516001

Murashige-Skoog modified medium bioWorld plant media Ref 30630200

without nitrogen

NH4-succinate ChemCruz SC-493992

Ultrapure agar Merck 1.01613.1000

Agar type A Sigma Aldrich A4550-500G

Potassium nitrate Sigma Aldrich P8291-500G

Letcombe modified nutrient solution This paper N/A

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D- Euromedex Ref. EU0700-D

glucuronide (X-Gluc)

Luminata Forte Western HRP substrate Millipore Cat N° WBLUF0100

Clarity Max Western ECL substrate Biorad #1705062

Potassium ferricyanide Sigma Aldrich 60299-100G-F

Potassium ferrocyanide Sigma Aldrich 60279-250G

RQ1 RNase-free DNase Promega M6101

deoxynucleotide triphosphate (dNTP) Promega U1205

Superscript lll Reverse transcriptase Invitrogen Cat N° 18080093

SYBR Green Master Mix Roche Cat N° 04707516001

Critical commercial assays

RNeasy Plant Mini Kit QIAGEN Cat. No. 74904

Experimental models: Organisms/strains

global-DELLA 26 N/A

ga200x1 3 N/A

gai-t6 rga-24 40 N/A

RGA,0:GFP-RGA “ N/A

CYCB1,2,r0:Dbox-GUS NASC N799897

gai-t6 rga-24 CYCB1,2,,0:Dbox-GUS This paper Cross between CYCB1,2,,,:Dbox-GUS
and gai-t6 rga-24

nial nia2 NASC N2356

Rht-Blc This paper and** Rht-B1c allele was introduced
from cultivar Mercia

Rht-D1b This paper and** Rht-D1b was transferred
from cultivar Avalon

nrt2.1 nrt2.2 NASC N859604

nip7.1 10 N/A

(Continued on next page)
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Continued

REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER
Oligonucleotides

Primers for gPCR, see Table S1 This paper N/A

Software and algorithms

54

Imaged version 1.53a https://imagej.nih.gov/

Lightcycler 480 software, Release 1.5.0 Roche Cat. No. 04994884001

SP3

RStudio package Version v.1.2.1335 RStudio, PBC https://github.com/rstudio/rstudio
GenStat statistical software, VSN International Ltd., https://www.vsni.co.uk/software/genstat
14t edition, 2011 Hemel Hempstead, UK

RESOURCE AVAILABILITY

Lead contact
Further information and requests for resources and reagents should be directed to and will be fulfilled by the Lead Contact Patrick
Achard (Patrick.achard@ibmp-cnrs.unistra.fr).

Materials availability
Transgenic plant seeds generated in this study are available from the Lead Contact on request.

Data and code availability

o All data reported in this paper will be shared by the lead contact upon request.
® This paper does not report original code.
® Any additional information required to reanalyze the data reported in this paper is available from the lead contact upon request.

EXPERIMENTAL MODEL AND SUBJECT DETAILS

Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) lines were in the Columbia-0 (Col-0) and Landsberg erecta (Ler) backgrounds, and the wheat near
isogenic lines were in the cultivar Cadenza, as detailed in the Key resources table. Arabidopsis and wheat were grown in controlled
growth conditions, as described in Method details.

METHOD DETAILS

Plant material and growth conditions

Mutants and transgenic lines in Arabidopsis were derived from Landsberg erecta (global DELLA; ga200x1 (formerly ga5); gai-t6 rga-
24; RGApo:GFP-RGA) or Columbia-0 (nial nia2; nrt2.1-2; nlp7-1; CYCB1,2,.,:Dbox-GUS) ecotypes. To generate gai-t6 rga-24
CYCB1,2,1,:Dbox-GUS, the CYCB1,2,,,:Dbox-GUS (Col-0 ecotype) was crossed to gai-t6 rga-24 (Ler background) to obtain an
F1 population. The F3 plant was selected and then backcrossed one time into CYCB1,2,,,:Dbox-GUS Col-0 genetic background.
Two independent gai-t6 rga-24 CYCB1,2,,,:Dbox-GUS homozygous lines (#7 and #18) were used in the study. Wheat near isogenic
lines (cv Cadenza) containing Rht-D1b and dwarf Rht-B1c alleles were used in this study. The Rht-B1c allele was introduced from
cultivar Mercia.®® The Rht-D1b allele was transferred from cultivar Avalon.’® The alleles were selected from homozygous progenies
after six backcrosses to cultivar Cadenza (which contains the wild-type Rht-1 alleles: Rht-A1a, Rht-B1a and Rht-D1a) with recurrent
selection for the dwarfing mutation.

In vitro, Arabidopsis plants were grown in growth chambers (SANYO, MLR-351H) on 1x Murashige-Skoog (MS) modified medium
without nitrogen®” (Ref 30630200; bioWORLD plant media) supplemented with an adequate KNO3 concentration or 0.5 mM gluta-
mine (as indicated in the figures), 0.5 mM NH,-succinate, 1% sucrose and 1% ultrapure agar (Merck) or 1% type A agar (Sigma) under
long day photoperiod (16h light at 22°C / 8h dark at 22°C, irradiance conditions of ~70 pmol m2 s™"), except for the analysis of the
expression of GA metabolism genes, for which the plants were grown in continuous light at 22°C. The seeds were surface sterilized in
70% ethanol for 10 min and stratified at 4°C for at least 2 days to synchronize germination before sowing. In soil, plants were grown in
pots on a mix perlite/vermiculite (1/2 v/v) completed with 5% soil under long day photoperiod (16h light at 21°C/ 8h dark at 18°C). The
pots were watered once a week with 5 mL of 1x MS modified medium without N supplemented with KNO3 as indicated (K* were
adjusted with KCI).

Wheat Rht-1 tall, Rht-B1c and Rht-D1b seeds were stratified at 4°C for four days and sown in pots containing a mix perlite/vermic-
ulite (1/2 v/v) supplemented with 5% soil under long day photoperiod (16h light at 20°C / 8h dark at 15°C). The pots were watered

e2 Current Biology 37, 4971-4982.e1-e4, November 22, 2021


mailto:Patrick.achard@ibmp-cnrs.unistra.fr
https://imagej.nih.gov/
https://github.com/rstudio/rstudio
https://www.vsni.co.uk/software/genstat

Current Biology ¢ CellP’ress

three times a week with 13 mL of 1x Letcombe modified nutrient solution without N (N-deficiency condition) or with nitrate (N+ con-
dition; 1.5 mM Ca(NO3),, 5 mM KNO3 and 2 mM NaNQ3). The Letcombe micronutrients 1000x solution encompasses 160 uM CuSO,4
5 H,0, 160 uM CuCl, 2 H,0, 9.2 mM H3BO3, 3.6 mM MnCl, 4 H,O, 16 uM NapMoQO4 2 H,O, 5 mM KCl and 770 uM ZnCl,. The 1x
Letcombe modified solution (+N) is set up as following: 1.5 mM Ca(NO3), 4 H,0, 5 mM KNO3, 2 mM NaNO3z;, 1mM MgSQO, 7 H,0,
1 mM KH,POQOy4, 25 uM FeNaEDTA, and added with 1 mL/L of Letcombe micronutrients 1000x. Meanwhile, the 1x Letcombe modified
solution (-N) is set up as following: 1.5 mM CaCl,, 5 mM KCI, 2 mM NaCl, 1mM MgSO, 7 H,0, 1 mM KH,PO4, 25 uM FeNaEDTA and
completed with 1 mL/L of Letcombe micronutrients 1000x.

For N withdrawal experiment, the seeds were sown on sand/perlite pots and watered three times per week. The first week, all
plants were watered with N+ solution, then with either N+ or N- solution. N was sequentially withdrawn week after week over a time-
scale of 6 weeks until booting stage.

Immunoblot analyses

Seedling roots or shoots were ground in 2x SDS-PAGE sample buffer followed by boiling for 5 min. After centrifugation, the protein
extracts were fractionated on a 8% or 10% SDS-PAGE gel and blotted onto membrane. Immunoblots were performed using a
2000-fold dilution of anti-RGA (Agrisera) or anti-GFP (Takara Bio), and a 5000-fold dilution of peroxidase-conjugated goat anti-rabbit
or mouse IgG (Thermo Fisher Scientific). Signals were detected with Fusion FX (Vilber) using the Luminata Forte Western HRP Sub-
strate (Millipore) or Clarity Max Western ECL substrate (Biorad). The blot was subsequently probed with anti-cdc2 (PSTAIRE) anti-
body (Santa Cruz Biotechnology) for loading control or stained with Coomassie blue. Quantification of the signals was performed
using ImageJ package version 1.48v (https://imagej.nih.gov/ij/).>*

Gene expression analyses

Total RNA was extracted using RNeasy Plant mini kit (QIAGEN) according to manufacturer’s instructions and quantified with a
spectrophotometer NanoDrop 2000/200c (Thermo Scientific). 1 ng of total RNA were treated first with 2 units of RQ1 RNase-
free DNase (Promega) and then reverse transcribed in a total volume of 40 pL with 2 uM oligo(dT)sg, 0.5 mM deoxynucleotide
triphosphate (dNTP), 5 mM DTT, and 200 units of Superscript lll reverse transcriptase (Invitrogen). gRT-PCR was performed using
gene-specific primers (listed in Table S1) in a total volume of 10 uL SYBR Green Master mix (Roche) on a Lightcycler LC480 appa-
ratus (Roche) according to manufacturer’s instructions. The PCR program was as following: an initial DNA denaturation at 95°C
for 5 min; 45 cycles including a denaturation step at 95°C for 10 s, an annealing step at 60°C for 15 s and an extension step at
72°C for 15 s; and a melting curve from 55°C to 95°C. AT4G26410 gene was used as internal reference transcript.”® The relative
expression level of each gene was calculated using Lightcycler 480 software, release 1.5.0 SP3, and averaged over three biolog-
ical replicates.

Observation of GFP fluorescence

GFP-RGA fluorescence was determined on 7 day-old RGA,.:GFP-RGA root tip, with a Zeiss LSM780 inverted confocal laser micro-
scope with x20 objective. The GFP excitation and emission wavelengths were 488 nm and 499-553 nm, respectively. Allimages were
obtained with the same modifications and intensity parameters. Root cell walls were stained with propidium iodide (10 pg/mL,
Sigma).

GUS analyses

Histochemical detection of GUS activity was carried out on roots of 5-d-old CYCB1.2,,,:Dbox-GUS and gai-t6 rga-24 CYCB1.2,,:
Dbox-GUS seedlings grown in N-deficient or nitrate conditions as indicated. Plant material was infiltrated in GUS solution (250 pg/mi
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glucuronide (X-Gluc); 50 mM sodium phosphate pH 7; 1 mM potassium ferricyanide; 1 mM potas-
sium ferrocyanide; 10 mM EDTA; 0.01% Triton X-100) for 15 min and incubated at 37°C overnight. Then, the GUS solution was re-
placed with 100% (v/v) ethanol during 6 h at room temperature and kept in 70% (v/v) ethanol at 4°C. For root observations, 70% (v/v)
ethanol was replaced with 0,24N HCl in 20% methanol during 15 min at 57°C. Then, this solution was replaced by 7% NaOH in 60%
ethanol during 15 min at room temperature. Finally, seedlings were rehydrated with successive bath of 40%, 20% and 10% ethanol
during 5 min each and kept in 5% ethanol 25% glycerol. Roots were observed in 50% glycerol using Axiolmager Z1 (Zeiss)
microscope.

Root length, root meristem size and cell length analyses

Seeds of wild-type (Ler) and global-DELLA mutant were surface sterilized in 70% ethanol for 10 min and plated on 1x MS modified
medium without nitrogen®’ (Ref 30630200; bioWORLD plant media) supplemented with nitrate at the concentration indicated, and
placed at 4°C at least 2 days to synchronize germination. Plates were then placed vertically in a growth chamber (22°C; 16h photo-
period). As global-DELLA mutant seeds germinate earlier than wild-type, the plates containing wild-type seeds were disposed in the
growth chamber 8h before those containing global-DELLA mutant seeds. Seeds that have germinated synchronously (protrusion of
the radicle) were marked (the other seeds were discarded) and root length was measured 7 days post-germination (DPG). Meristem
size was expressed as the number of cells in cortex files from the QC to the first elongated cell exhibiting vacuolization. Measure-
ments were performed at 3, 5 and 7 DPG by microscopy (Axiolmager Z1, Zeiss) on at least 50 roots for each genotype. Length of
differentiated root cortical cells was measured with ImageJ software version 1.48v (https://imagej.nih.gov/ij/).>*
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GA determinations
GA contents in Arabidopsis seedlings grown in liquid MS modified medium without nitrogen and supplemented with indicated nitrate
concentrations (Figures 4B and 5D) and in the primary internode of 3-week-old wheat grown perlite/vermiculite supplemented with
Letcombe modified nutrient solution (Figure 6C) were determined by ultra-high performance liquid chromatography-mass spectrom-
etry (UHPLC-MS) using a Q-Exactive spectrometer (Orbitrap detector; ThermoFisher Scientific). Dry grounded material was sus-
pended in 80% methanol-1% acetic acid including 17-2H,-labeled GA internal standards (Olchemim) and mixed by shaking during
one hour at 4°C. The extract was kept at —20°C overnight, centrifuged and the supernatant dried in a vacuum evaporator. The dry
residue was dissolved in 1% acetic acid and passed through an Oasis HLB column. The dried eluate was dissolved in 5% acetoni-
trile-1% acetic acid, and the GAs were separated by UHPLC (Accucore RP-MS column 2.6 um, 50 x 2.1 mm; ThermoFisher Scien-
tific) with a 5 to 50% acetonitrile gradient containing 0.05% acetic acid, at 400 pL/min over 14 min. The concentrations of GAs in the
extracts were analyzed by selected ion monitoring (SIM) using embedded calibration curves and the Xcalibur 2.2 SP1 build 48 and
TraceFinder programs.

GA contents in peduncle and peduncle node of 7-week-old wheat grown on different N status (Figure 6F) were determined by gas
chromatography-mass spectrometry with selected ion monitoring (SIM) of endogenous and 17-2H,-labeled GA internal standards as
described previously.>®

QUANTIFICATION AND STATISTICAL ANALYSIS

Root measurements
Root length and length of differentiated root cortical cells were measured with Imaged software version 1.48v (https://imagej.nih .gov/ij/)54

Statistical tests

All graphs, boxplots and histograms, as well as statistical analyses were generated with RStudio package v.1.2.1335 (https://www.
rstudio.com/). Phenotypic characterization, quantitative PCR with reverse transcription in wheat and GA quantifications were
analyzed using Student’s t test (p < 0.01 or 0.05) or by analysis of variance (ANOVA). Tukey’s Honest Significant Difference (HSD)
was used to compare between genotypes and nitrogen conditions using a significance threshold of 5%. Statistical analyses of
the Figures 6E and 6F were performed using the GenStat statistical software (14th edition, 2011, VSN International, Hemel Hemp-
stead, UK).
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Abstract

Growth at the shoot apical meristem (SAM) is essential for shoot architecture construction.
The phytohormones gibberellins (GA) play a pivotal role in coordinating plant growth, but
their role in the SAM remains mostly unknown. Here, we developed a ratiometric GA
signalling biosensor by engineering one of the DELLA proteins, to suppress its master
regulatory function in GA transcriptional responses while preserving its degradation upon GA
sensing. We demonstrate that this novel degradation-based biosensor accurately reports on
cellular changes in GA levels and perception during development. We used this biosensor to
map GA signalling activity in the SAM. We show that high GA signalling is found primarily
in cells located between organ primordia that are the precursors of internodes. By gain- and
loss-of-function approaches, we further demonstrate that GAs regulate cell division plane
orientation to establish the typical cellular organisation of internodes, thus contributing to

internode specification in the SAM.
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Résumé :

La voie de signalisation des phytohormones gibbérellines (GA) régule divers aspects de la croissance et du
développement des plantes, a travers une multitude d’interactions entre les répresseurs nucléaires DELLA
et des protéines régulatrices (DIP). Les GA promeuvent la croissance en stimulant la dégradation des
répresseurs DELLA. A ce jour, plusieurs dizaines de protéines régulatrices pouvant interagir aux DELLA ont
été identifiées, sans toutefois expliquer pleinement I'action pléiotropique des GA, notamment pour le
développement des parties aériennes. Lors d’un crible en double-hybride en levure, visant a identifier de
nouveaux DIP impliqués dans ces processus développementaux, le laboratoire a identifié le facteur de
transcription HB30, appartenant a la famille des Zinc-Finger HomeoDomain (ZFHD). A I'aide d’approches
génétiques et moléculaires, réalisées chez Arabidopsis, ce travail de thése démontre que les ZFHD sont
grandement impliqués dans la croissance et le développement des plantes. Nous mettons en évidence, a
I'aide d’analyses phénotypiques réalisées chez des multiples mutants zfhd, que ces facteurs de transcription
contrélent, entre autres, I’élongation des entre-nceuds, régulant ainsi la hauteur des plantes et la position des
branches latérales. Par ailleurs, nous montrons que les DELLA inhibent I'activité transcriptionnelle des ZFHD,
en interagissant a leur homéodomaine (HD), inhibant ainsi, I'expression de génes cibles impliqués
notamment dans la synthése et 'organisation de la paroi cellulaire. A travers cette étude, la caractérisation
fonctionnelle du complexe transcriptionnel DELLA-ZFHD apporte des éléments nouveaux permettant de
mieux appréhender I'action pléiotropique des GA sur le développement des plantes.

Mots clés : gibbérellines, signalisation, facteurs de transcription, croissance, développement, Arabidopsis

Abstract:

Gibberellin (GA) signaling pathway regulates various aspects of plant growth and development through
interactions between nuclear localized DELLA repressors and diverse classes of regulatory proteins (DIP).
GA promotes growth by inducing the degradation of DELLA proteins by the proteasome pathway. To date,
several tens of regulatory proteins interacting with DELLA have been identified, without clearly explaining the
whole pleiotropic action of GA, especially for plant shoot development. With the aim of identifying new DIP
involved in these developmental processes, the laboratory has performed a yeast two-hybrid screening with
a DELLA protein as bait, and has identified the transcription factor HB30, belonging to the Zinc-Finger
HomeoDomain (ZFHD) family. Using genetics and molecular approaches performed in Arabidopsis, this
thesis work demonstrates that ZFHD are largely involved in plant growth and development. We highlight, with
the help of phenotypic analyses performed on zfhd multiple mutants, that those transcription factors control,
among other parameters, internode elongation and in turn plant height and the position of lateral branches.
Furthermore, we show that DELLA proteins inhibit the ZFHD transcriptional activity by interacting with their
homeodomain (HD), and as a consequence inhibit the expression of target genes mainly involved in cell-wall
synthesis and organization. Through this study, the functional characterization of the DELLA-ZFHD
transcriptional complex provides new elements to better understand the pleiotropic action of GA signaling on
plant development.

Keywords: gibberellins, signalization, transcription factors, growth, development, Arabidopsis




