sont sensibles, pour y introduire des
genes étrangers et créer des plantes
transgéniques. Pour cela, ilsemploient
des plasmides «désarmés», c’est-a-dire
des bactéries qui conservent les genes
permettant I'introduction d’ADN dans
la plante, mais ou les genes pathogenes
ont été remplacés par les génes que I’'on
veut introduire. Les plantes transgé-
niques sont en tous points identiques
aux plantes normales, hormis le carac-
tére déterminé par le géne introduit.
On a appliqué cette stratégie pour
incorporer divers types de génes, y
compris ceux qui modifient la bio-
synthése des hormones.

On détermine le mécanisme d’ac-
tion d’une hormone par diverses stra-
tégies expérimentales. On peut, par
exemple, étudier le lien entre I'aug-
mentation ou la diminution
de laconcentration endogéne
d’une hormone et un méca-
nisme physiologique parti-
culier tel que la croissance
ou un changement métabo-
lique. Une deuxiéme stratégie
consiste a inhiber la produc-
tion d’une hormone, a obser-
ver quel mécanisme est
perturbé, puis atenter de réta-
blir le comportement normal
grace a I'apport exogéne de
cette hormone.

Avec la premiére stratégie,
les botanistes ont étudié pour-
quoi une faible concentration
en gibbérellines entraine une
distance internodale quasi
nulle chez les pois nains. Que
se passe-t-il quand nous ajou-
tons de I'acide gibbérellique?
Les distances internodales
augmentent et atteignent
celles des plantes normales.
Néanmoins, il faut garder a
I'esprit que, si de nombreux
mécanismes sont perturbés
par I’apport exogene d’hor-
mones, les effets observés ne
permettent pas toujours de
déduire que I’lhormone est pré-
sente al’état naturel, etqu’elle
joue un r6le physiologique.
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La stratégie
de I’'inhibition

La synthése hormonale a
d’abord été inhibée expéri-
mentalement par voie chi-
mique, mais les progrés des
techniques de génie génétique
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permettent de nouvelles stratégies pour
bloquer cette synthése. Pour ce faire,
on introduit un géne qui code une
enzyme de la biosynthése d’une hor-
mone, mais cet ADN est tel qu’il pro-
duitun ARN antisens, complémentaire
de I’ARN messager. L’ARN antisens
muselle I’ARN messager et la syn-
these de I’hormone est inhibée.

Dans ce contexte, les chercheurs du
laboratoire de A. Theologis, a Albany
(Etats-Unis), ont introduit dans des
plants de tomate un géne chimérique
congu pour bloquer la synthése de
I’éthyléne (on bloque la synthése de
I’AccC synthase, I’enzyme qui synthé-
tise I’acide amino- cyclopropane car-
boxylique, un métabolite précurseur
de I'éthyléne). Le géne utilisé est consti-
tué de deux éléments : le promoteur

3. UNE ABSENCE DE GIBBERELLINES chez les plantes mutantes
de pois nana provoque leur nanisme (a gauche). Chez les mutants
nana, la synthése de la GA, ,-aldéhyde est bloquée et notamment
celle de GA,, la gibbérelline qui déclenche I’augmentation des dis-
tances internodales. Quand on ajoute a des plantes naines de I’acide
gibbérellique (GA,), une autre gibbérelline active, les distances
internodales augmentent, de sorte que les plantes nana traitées
(au centre) atteignent la taille des plantes normales (a droite).

35S du virus de la mosaique du chou-
fleur (dont la fonction est d’assurer
I’expression du géne) et le segment
de I’ADN de tomate, qui est transcrit
en ARN antisens (I’ARN antisens bloque
I’ARN messager de I’ACC synthase et
inhibe la synthése de I’enzyme). Le
gene s’insere dans I’ADN-T d’un plas-
mide bactérien inducteur de tumeurs
désactivé, ce qui permet la transfor-
mation stable des plants de tomate.

Les tomates transgéniques syn-
thétisent moins d’éthyléne. Pourquoi?
Parce que I’ARN antisens produit par
I’ADN étranger se lie a I’ARN messa-
ger de I’AcC synthase, et la produc-
tion de I’enzyme diminue. Sans
précurseur, la production d’éthyléne
diminue et le fruit ne marit pas, du
moins pendant la période normale. En
revanche, un apport d’éthy-
leéne déclenche la maturation.
Onenadéduitque I’'absence
de maturation est due alI’ab-
sence d’éthyléne endogeéne,
etnonad’autres facteurs qui
auraient pu étre perturbés au
cours de I’expérience.

De méme, D. Grierson, de
I’Université de Nottingham,
abloqué lasynthése de I’AcC
oxydase, I’enzyme qui cata-
lyse la formation d’éthylene
a partir de I’acide amino-
cyclopropane carboxylique.
Ce blocage résulte lui aussi
de I'introduction d’un gene
antisens: lasynthése d’éthy-
Iene estinhibée, tandis que le
précurseur ACC s’accumule.

On sait introduire des
genes qui codent des
enzymes éliminant certains
précurseurs de la synthése
d’une hormone : H. Klee et
ses collegues, de la Société
Monsanto, ont introduit dans
des plants de tomate le géne
qui code I’Acc désaminase ;
cette enzyme, qui catalyse
la dégradation de I’ACC en
acide a-cétobutyrique, n’est
pas présente dans la tomate
al’état naturel, mais la plante
transformée la synthétise.

Le blocage de la synthése
de I’éthylene par I'une des pro-
cédures décrites empéche la
maturation des tomates, ce qui
démontre le réle inducteur de
I’'hormone et la possibilité de
contrdler la maturation par
des techniques biologiques.
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La biosynthése de I'éthylene est
assez simple, et I’'on connait déja bon
nombre des éléments qui intervien-
nent dans sa régulation. Il n’en est pas
de méme pour les autres hormones,
notamment pour les gibbérellines, une
superfamille de plus de 90 compo-
sants. L’étude de mutants de mais par
B. Phinney et son groupe de I’Uni-
versité de Californie, et les travaux
menés sur leriz et sur les pois ont per-
mis d’établir que seules quelques gib-
bérellines (principalement GA, et GA,)
ont un réle d’hormones végétales.

Toutefois, la biosynthése de lamajo-
rité des hormones reste a découvrir. Le
nombre élevé de conjugués (des hor-
mones agissant conjointement avec
d’autres métabolites) rend difficile
I'identification des hormones qui jouent
un role direct sur le développement
des plantes, et des molécules qui sont
seulement des précurseurs d’hor-
mones. Enoutre, il reste aidentifier les
enzymes régulatrices et, en défini-
tive, les voies de synthése in vivo. Ces
formes conjuguées sont nombreuses,
tout comme celles qui sont transpor-
tées d’une zone a I'autre de la plante.

Parfois, c’est le précurseur de I’hor-
mone active qui migre (c’est le cas de
I’ACC). Les conjugués et les précurseurs
sont-ils les messagers intercellulaires
les plus rapides et les plus nombreux
qui permettent a la plante de s’adap-
ter aux changements de I’environne-
ment, ou cette adaptation est-elle
assurée par les hormones végétales
elles-mémes?

Malgré la variété des tailles et des
structures (de I'éthyléne, un gaz simple,
aux gibbérellines ou aux cytokinines
alastructure complexe), toutes les hor-
mones végétales ont des masses
molaires faibles et une structure rigide.
Contrairement aux protéines et aux
acides nucléiques, les hormones ne trai-
tent pas I'information elles-mémes : le
signal véhiculé par les hormones est
reconnu, traité et transmis par les cel-
lules cibles.

Les hormones animales interagis-
sentavec un des récepteurs qui déclen-
chent la transduction du signal. Le
signal reconnu, I’hormone active la
chaine des réactions aboutissant a la
réponse physiologique. Différentes cel-
lules peuvent transformer un méme

signal en différentes informations,
selon la batterie de récepteurs dispo-
nibles, leur localisation et la fonction
gu’ils remplissenta un moment donné.

Hormones et récepteurs

L’action hormonale dépend de la
concentration de I’hormone, de la pré-
sence et des caractéristiques de ses
récepteurs, et des éléments de la chaine
de transduction du signal. Le complexe
hormone-récepteur, c’est-a-dire le
récepteur activé, est le premier maillon
de lachaine de transduction du signal
qui déclenche la premiere réaction,
laquelle active une série de change-
ments qui constituent la réponse phy-
siologique.

On utilise deux stratégies pour étu-
dier I’action hormonale chez les
plantes. Premierement, la recherche de
récepteurs et d’éléments de transduc-
tion du signal hormonal ; pour cela, on
identifie les protéines qui s’unissent a
des hormones, ainsi que les génes
qui, lorsqu’ils sont mutés, perturbent
I’action des hormones. Deuxiémement,
I’analyse des génes dont I’expression
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4. L’INHIBITION DE LA BIOSYNTHESE de I’éthyléne peut étre
obtenue de diverses facons : 1) par traitement avec des substances
chimiques, telles que I’amino-éthoxyvinylglycine (AVG) et I’acide
a-amino-isobutirique (AIB) ; 2) en bloquant I’expression des
genes de la biosynthése de I’éthyléne par des génes antisens de

I’AcC synthase ou de I’ACC oxydase qui inhibent la production de
ces enzymes indispensables a la synthése de I’éthyléne ; 3) on
peut aussi introduire dans la plante le géne codant I’AcC désami-
nase, I’enzyme qui dégrade le précurseur de I’éthyléne, I’acide
amino-cyclopropane carboxylique (ACC).
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est modifiée par des hormones ; pour
ce faire, on caractérise les séquences
régulatrices d’ADN, on identifie les pro-
téines qui s’y lientet I’'on examine I’ex-
pression des genes dans les plantes
transgéniques.

On a identifié les récepteurs hor-
monaux en isolant des protéines qui se
lient @ des hormones marquées. Pour
localiser les récepteurs, on a également
recours a d’autres molécules : des déri-
vés hormonaux modifiés par voie
chimique, des dérivés photosensibles
quis’ancrent au récepteur lorsque leur
structure est modifiée par la lumiére
et des anticorps anti-idiotypes (des
molécules dont la structure est ana-
logue a celle du complexe hormonal ;
on les prépare en utilisant des anticorps
dirigés contre le complexe hormonal
et qui jouentalors le réle d’antigenes).

Les hormones ne se lient pas seu-
lement a leurs récepteurs : elles se fixent
ad’autres protéines, par exemple a des
enzymes et a des transporteurs. Dans
le coléoptile du mais, on a identifié et
caractérisé la protéine qui se lie a
I’auxine, ou ABP (Auxin-Binding Pro-
tein) ; elle se situe dans le réticulum
endosplasmique et dans la zone externe
de la membrane plasmique. La
séquence du gene codant I’ABP et celle
de la protéine ont été identifiées.

Les anticorps préparés contre I’ABP
bloguent I’hyperpolarisation membra-
naire des protoplastes du tabac déclen-
chée par des auxines. En outre, un
peptide (larégion carboxylique de I’ABP)
modifie les canaux qui régulent I’entrée
et la sortie des ions potassium a travers
la membrane cellulaire. Ces modifica-
tions identiques a celles que produisent
des concentrations élevées d’auxine,
surviennenten quelques minutes et ren-
dent le cytoplasme basique. On en déduit
que I’ABP serait responsable de la
réponse primaire a lI’'auxine, et que I’ABP
est peut-étre le récepteur des auxines.

Les progres les plus importants
en matiére d’identification des éléments
qui participent a la chaine de trans-
duction du signal hormonal ont été
obtenus par I'analyse des génes dont
une mutation perturbe les réactions
aux hormones. lls résultent de I’étude
d’Arabidopsis thaliana, une plante dont
le génome est limité.

Chez les plantes Arabidopsis pous-
sant dans I’obscurité, I'éthyléne
déclenche une triple réaction : une inhi-
bition de la croissance de I’hypocotyle
(la partie de I’'axe embryonnaire qui
se trouve sous les cotylédons, et qui
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5. UNE HORMONE VEGETALE agit par I'intermédiaire d’un récepteur. L’interaction hor-
mone-récepteur se transmet a une série d’éléments, les maillons de la chaine de trans-
duction du signal. Les réactions physiologiques des cellules ou des tissus effecteurs sont
modulées par des facteurs qui leur sont spécifiques. L’utilisation de mutants dans la réac-
tion a I’éthylene (C,H,) de la plante Arabidopsis thaliana a permis d’identifier certains éle-
ments de la chaine de transduction du signal hormonal. Les plantes normales d’Arabidopsis
réagissent a I’éthylene en manifestant : 1) une inhibition de la croissance de I’hypocotyle
et de laracine ; 2) un épaississement de I’hypocotyle ; 3) une accentuation de la courbure
apicale. On utilise divers types de mutants : ceux qui sont insensibles a I’éthyléne (etr,
einl et ein3) donnent toujours un phénotype qui croit en absence d’éthyléne ; les mutants
ctr présentent les trois réactions, méme en absence d’éthyléne exogene. Certains,
comme le hls, ne développent que quelques-unes des caractéristiques des trois réactions.
Lors d’expériences menées avec des mutants doubles, on peut établir la séquence d’acti-
vation des geénes. Les genes identifiés qui participent a la chaine des réactions a I’éthy-
lene semblent avoir des fonctions similaires a d’autres génes qui interviennent dans la
chaine de transduction du signal, dans d’autres organismes. L’analyse de la séquence du
géne ETR indique qu’il code une protéine qui regroupe deux éléments semblables a un cap-
teur et a un régulateur, deux protéines qui, chez les procaryotes, interviennent dans les
systémes de réactions aux signaux extracellulaires. La séquence de la protéine CTR, quant
a elle, pourrait étre comparée a celle des kinases Ser-Thr du type Raf présentes chez des
animaux. Elle fait peut-étre partie de la cascade des phosphorylations chargées de la
transmission du signal hormonal.

Antonio Granell et Juan Carbonell





