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Biosynthése et mode
d’action de I'hormone
végétale éthyléne.

RESUME

L'éthylene est une hormone
végétale qui intervient dans de
nombreux aspects du
développement des plantes, en
particulier dans la maturation des
fruits climactériques. Sa voie de
biosynthese inclut les érapes
suivanies : S-adenosyl-methionine —
acide l-aminocyclopropane-
1-carboxylique (ACC) — éthylene.
Ces étapes sont catalysées par 'ACC
synthétase et 'ACC oxydase.
L’ACC peut, par ailleurs, étre
converti en malonyl ACC par
I'ACC N-malonyltransférase, Les
genes codant pour TACC
synthétase et 'ACC oxydase ont
été isolés et caractérisés, permettant
ainsi la manipulation génétique de
la biosynthése de I'éthyléne. Des
fruits dont la production
d'éthyléne est inhibée par des ARN
antisens de 'ACC synthétase et de
I'ACC oxydase ont été obtenus.
Des découvertes importantes ont
&é faites récemment sur la voie de
perception et de transduction du
signal échylene. Une protéine
réceptrice de ['échylene a éré
caractérisée et de nouveaux
antagonistes d'action de I'écthyléne
ont ¢té congus.

Biosynthesis and action
of the plant hormone
ethylene.

ABSTRACT

Ethylene is a plant hormone
which is involved in many
aspects of plant development,
including ripening of climacteric
fruits. Its biosynthetic pathway
involves the following steps :
S-adenosyl-methionine —
I-aminocyclopropane-1-carboxylic
acid (ACC) — ethylene. These
steps are catalyzed ACC synthase
and ACC oxidase. ACC can also
be converted into malonyl-ACC
by the ACC N-malonyltransferase.
Genes encoding ACC synthase
and ACC oxydase have been
isolated and characterized thus
allowing genetic manipulation of
cthylene biosynthesis. Fruits in
which ethylene production has
been inhibited by antisense ACC
synthase and ACC oxydase genes
have been obrained. Important
discoveries have been made
recently on the ethylene
perception and transduction
pathway. The ethylene receptor
protein has been characterized
and new chemical antagonists
have been deviced.

Biosintesis y su modo
de acciomn de la hormona
vegetal etileno.

RESUMEN

El etileno es una hormona vegetal que
interviene en numerosos aspectos del
desarrollo de las plantas,
particularmente en la maduracién de
frutos climatéricos. Su rura de
biosintesis incluye las siguientes etapas :
S-adenosil-metionina — dado
l-aminociclopropano-1-carboxilico
(ACC) —» etileno. Estas etapas estén
caralizadas por la ACC sintetasa y la
ACC oxidasa. Por otro lado, ¢l ACC
puede ser convertido en
malonil-ACC por accién de la ACC
N-maloniltransferasa, enzima que,
por el momento, se encuentra
camcterizada. Los genes codificantes
para la ACC sintetasa y la ACC
oxidasa han sido aislados y
caracterizados, permitiendo, de este
modo, la manipulacién genética de la
biosintesis del etileno, Se han
obténido frutos en los que la
produccidn de etileno se encuentra
inhibida por ARNs antisentido de la
ACC sintetasa y de la ACC oxidasa.
Recientemente s¢ han llevado a cabo
importantes descubrimientos sobre
la ruta de percepcién del etileno y
la transduccién de la sefial. Se ha
caracterizado una proteina
receptora del etiyleno y se han
sintetizado nuevas antagonistas
de accién del etileno.
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@ introduction

Cette revue vise 2 faire le point des connaissances
acquises en matiére de biosynthése et de mode
d’action de I'éthylene, hormone végétale jouant
un réle important dans plusieurs phases du déve-
loppement des plantes, en particulier au cours de
celle de la maturation des fruits.

NELJUBOW (1901) a été le premier 2 montrer que
I'éthylene présent dans les gaz d'éclairage avait des
effets sur la croissance des plantes. Plus rard,
DENNY (1924) a démontré que I'éthyléne éait
également I'élément actif des gaz de combustion
d’hydrocarbures utilisés pour le déverdissage des
agrumes. La démonstration que les tissus végé-
taux émettent de I'éthylene a été réalisée pour la
premiére fois sur des fruits en maturation par
GANE (1934). Depuis, I'intervention de cette
phytohormone a éié déerite dans de nombreuses
phases du développement des plantes : germina-
tion, embryogenése, croissance des racines, tiges
et feuilles, abscission et sénescence des feuilles,
maturation des fruits (tableau I). Dans certains
cas I'éthylene peurt avoir des effets opposés selon
I'espece végétale considérée (élongation des tiges
et des racines, par exemple). Les raisons de ces
effets opposés sont peu connues.

Par ailleurs, il est maintenant bien érabli que
certains effets des auxines, la stimularion de I'ab-
scission par exemple, sont dus i I'éthyléne dont
la syntheése est stimulée par I'auxine (MORGAN et
HALL, 1964). Les interactions entre hormones
jouent donc un réle important dans le dévelop-
pement des végétaux, mais les mécanismes impli-
qués dans ces interactions sont encore peu
connus.

La synthése d’éthyléne est fortement stimulée au
cours d’agressions extérieures subies par les
plantes (tableau II). Cela pourrait faire penser 2
un mécanisme d’adaptation ou de défense. Ainsi,
lirritation tactile de tiges, en stimulant la produc-
tion d’éthyléne, entraine une réduction de crois-
sance appelée thigmomorphogenése (BOYER,
1967). De méme, 'anaérobiose racinaire provo-
que I'épinastie des feuilles situées a la base des tiges
(JACKSON et CAMPBELL, 1976 ; BRADFORD et
YANG, 1980). Dans les autres types d’agressions,
la réponse morphogénétique n'est pas observable
macroscopiquement. Cependant, comme dans
les cas cités précédemment, de profondes modi-
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fications biochimiques ont lieu A la suite de I'in-
duction de la synthése d’enzymes telles que la
phénylalanine ammonia lyase impliquée dans la
synthése de phénols ou la chitinase impliquée
dans la dégradation de la paroi des agents patho-
geénes. Léthylene intervient donc, comme il est
montré plus loin, au niveau moléculaire dans
I'expression de certains génes par I'intermédiaire
d'une chaine de transduction de signaux. Plu-
sieurs ouvrages généraux Yécents ou revues font le
point sur les effets physiologiques de I'éthyléne
et/ou surson moded’action (YANG et HOFFMAN,
1984 ; MATTOO et SUTTLE, 1991 ; ABELES ez 4/,
1992 ; PECH eral, 1993 ; KENDE, 1993 ; THEO-
LOGIS, 1993 ; ZAREMBINSKI et THEOLOGIS,
1994).

Léthyléne suscite un grand intérét économique
puisqu'il intervient dans plusieurs secteurs de la
production agricole en particulier dans le contréle
de la maturation des fruits (PECH et al, 1994), la
modulation de la croissance des tiges et la maitrise
de I'abscission. Une connaissance approfondie de
la voie de biosynthese de I'éthyléne et de sa
régulation s'avere indispensable pour le contréle
de ces processus.

@ voie de biosynthese
de I'éthylene

La démonstration du réle précurseur de la
méthionine (LIEBERMAN et MAPSON, 1964) et
de l'acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylique
(ACC) (ADAMS et YANG, 1979 ; LURSSEN ez al,
1979) constituent les érapes essentielles de la
découverte de la voie de biosynthése de I'éthylene.
Aujourd’hui, les différentes étapes de la biosyn-
thése de I'hormone sont connues et comprennent
la chaine métabolique présentée dans la figure 1.

La premiére étape correspond 4 la conversion de
la méthionine en S-adénosyl méthionine (SAM)
par incorporation d’ATP (ADAMS et YANG,
1977). Le groupement CH3S- de la méthionine
est libéré sous forme de méthylthioadénosine,
rapidement hydrolysée en méthylthioribose.
Cette derniére molécule fournit 4 la fois la partie
thiométhyle et la partie 2-aminobutyrique de la
méthionine qui récupére ainsi son groupement
CH3S-, alors que son squelette carboné, dont la
molécule d'échyléne est issue, est régénéré par le
motif ribose de 'ATP.
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La SAM est transformée en ACC qui est le pré-
curseur direct de l'éthyléne. La conversion d’ACC
en éthyléne se fair avec libération de CO; et de
HCN selon un processus encore mal connu. La
molécule d’éthyleéne dérive donc des carbones 3
et 4 de la méthionine. Par ailleurs, TACC peur
subir une malonylation pour former un dérivé
métaboliquement inactif, le MACC (AMRHEIN
etal, 1981 ; HOFFMAN et al, 1982a),

Les enzymes intervenant dans la chaine de bio-
synthese de 'éthyleéne chez les plantes sont FACC

synthétase, 'ACC oxydase et FACC malonyl-.

transférase.

ACC synthétase

La conversion de la SAM en ACC est réalisée par
PACC synthétase (EC 4.4.1.14). Tres tot apreés la
découverte de 'ACC, 'ACC synthérase a éié
identifiée et extraite A partir de tissu de tomate
(BOLLER et al, 1979 ; YU et al, 1979). Elle a été
enstite trouvée dans divers autres tissus végéraux,
dont la pomme dans laquelle son activité aug-
mente considérablement au cours de la matura-
tion (MANSOUR et al, 1986). Linduction de
I'ACC synthétase a pu étre constatée au cours de
la blessure ou de la sénescence des fleurs er des
feuilles, mais aussi aprés un traitement avec du
chlorure de lithium ou des phytohormones telles
que l'auxine, les cytokinines et I'éthylene. La
purification partielle de I'enzyme a conduit a
'obtention d'anticorps monoclonaux contre
I'ACC synthétase de tomate (BLEECKER ez al,
1988). Cet outil a permis de révéler que la pro-
téine subit une modification post-traducrionnelle
expliquant I'écart qui érair constaté entre le poids
moléculaire du produit de traduction in vitro
(56 kDa) et celui de 'enzyme i vive isolée a partir
d’un extrait végétal (50 kDa). Cette protéolyse de
la protéine naissante a été confirmée par les études
menées sur dautres végétaux (NAKAJIMA et
IMASEKI, 1986 ; NAKAGAWA et al, 1990 ; SATO
et al, 1991). Lexistence de plusieurs isoformes de
I'ACC synthétase a été envisagée lorsqu’on a pu
montrer que les anticorps anti-ACC synthérase
de blessure ne réagissaient pas avec ceux obtenus
contre l'enzyme induite par 'auxine (NAKAGAWA
et al, 1988). Lérude du mécanisme réactionnel a
permis de montrer qu'il s'agit d’'une enzyme a
pyridoxal phosphate qui convertit la SAM en
ACC selon un processus de 0y élimination

(RAMALINGAM et al, 1985 ; WIESENDANGER et
al, 1986a et 1986b). Lenzyme est inhibée par son
substrac  la suite de liaisons entre le site enzyma-
tique et le résidu 2-aminobutyrique de la SAM.
Lenzyme catalyse en fait deux réactions : la for-
mation d’ACC par o~y élimination et celle de

Tableau |

Effets de I'éthylene sur le développement des plantes.

(+) Stimulation ; (-) inhibition.
Organe ou tissu

Graines, spores et pollen

Graines, bourgeons, tubercules, bulbes  Levée de dormance (+)
Embryons somatiques Embryogénése (+)
Coléoptiles, tiges, racines Croissance (-), parfols (+)
Modification du géotropisme
Petioles Epinastie (+)
Racines Formation d'aérenchyme (+)
Racines adventives (+)
Poils absorbants (+)
Fleurs Induction fiorale (broméliacées) (+)
Ditférentiatyion fleurs femelies
oucurbitacees (+)
Sénescence (+)
Abscission (+)
Fruits Croissance (+)
Maturation (+)
Déverdissage agrumes el ananas (+)
Stomates Fermeture (+) .
Laticiféres Ecoulement de latex Hévéa (+)
Tableau |l
Agressions exterieures provoquant une stimulation de la synthése
d'éthyléne.
Type d'agressions ‘Nature de 'agression
Physiques Blessure
: Irritation mécanique
Chimiques Ozone, polluants _[Hga". 'Cuz"’_]
Infecticuses Champignons, virus, bactéries, insectes
Environnementales Basse tempeérature (chilling injury)
Anorexie racinaire '

Fruits, vol 50 (5)
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Germination (+)
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vinylglycine par B-y élimination (SATOH et
YANG, 1989a). La vinylglycine se lie de fagon
covalente au site enzymatique inhibant ainsi son
activité de fagon irréversible (SATOH et YANG,
1989b). Cette propriété de I'enzyme a été exploi-
tée pour le marquage de la protéine avec son
substrat, puis pour isoler, aprés digestion partielle
par la trypsine, un dodécapeptide de séquence
SLSKDLGLPGFR correspondant au site actif
(YIP et al, 1990). 1l est & noter que les quatre
premiers acides aminés de cette séquence sont

Figure 1

Le cycle de la méthionine en relation avec la biosynthése de I'éthyléne

(d'aprés Mivazaki €T YanG, 1987, modifié).

ACC: addef-ammocydopmpane t-ca:boxthue Ade : adénine ; KMB :
acide 2-keto-4-mé

Met : méthionine ; MTA : 5" méthyfduoadanaslm MTR : 5-méthyithioribose ;
MTR-1-P : 5-méthylthioribose-1-phosphate ;

SAM : S-adénosylméthionine ; ACCS : ACC synthétase ; ACCO : ACC oxydase ;
ACCMT : ACC malonyltransférase.

382 Fruits, vol 50 (5)

caractéristiques de toutes les enzymes fonction-
nant avec le pyridoxal phosphate comme coen-
zyme. Plusieurs ACC synthétases ont été purifiées
a partir de différents tissus végéraux ; des anticorps
ont été obtenus contre la protéine et de nombreux
génes codant pour cette enzyme ont été clonds
(SATO et THEOLOGIS, 1989 ; VAN DER STRAETEN
etal, 1990 ; NAKAJIMA ez al, 1990 ; OLSON et al,
1991 ; DONG et al, 1991). Les protéines dérivées
des séquences nucléotidigues de ces différentsclones
présentent une homologie dans la séquence de leurs
acides aminés, qui varie de 48 & 97 %.

Dans le cas de la tomate, des sondes spécifiques
de deux génes codant pour I'ACC synthétase ont
été construites et leur utilisation dans des analyses
par Northern a révélé une expression différentielle
de ces génes au cours de la maturation du fruit et
en réponse & la blessure (OLSON et al, 1991). De
la méme fagon Y1P e al (1992) ont pu montrer
que, pour une méme espéce végérale, la tomate,
quatre ACC synthérases différentes sont expri-
mées différentiellement selon qu'il s'agisse du
fruit, de cellules en culture ou d’hypocoryles.
L'accumulation de 'ARNm de 'ACC synthétase
induite par la blessure est fortement inhibée par
l'acide salicylique, connu pour inhiber la trans-
duction du signal de blessure, et par les poly-
amines, connues pour inhiber la synthése d*éthy-
léne (SUTTLE, 1981). De leur cété, NAKAGAWA
et al (1990) ont constaté que I'auxine et la blessure
exergaient une régulation différentielle sur deux
génes codant pour I'ACC synthétase dans Cueur-
bita maxima. Lensemble de ces travaux indique
que cette enzyme est différentiellement régulée
par des facteurs hormonaux, environnementaux
et chimiques. Le niveau de régulation de 'ACC
synthétase reste cependant un point controversé,
En effet, alors que les études citées précédemment
concluent i une régulation au niveau transcrip-
tionnel, les travaux conduits par CHAPPELL et a/
(1984) et FELIX er al (1991) montrent que
I'enzyme répond i une régulation post-transcrip-
tionnelle. Il est possible que les deux niveaux de
régulation coexistent et soient mis en ceuvre par
la cellule dans des contextes différents.

ACC 0xfrdase

Les progres rapides réalisés sur I'érude de TACC
synthétase contrastent avec le statu guo qui a
longtemps caractérisé la situation de ’ACC oxy-
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dase. Cette derniere enzyme, précédemment
appelée enzyme-formant I'échyléne (EFE) n'avait
jamais pu écre isolée dans des systemesacellulaires.
La mesure de son activité érait réalisée sur des
fragments de tissus. Cette méthode a cependant
permis de mettre en évidence un certain nombre
d'effecteurs de 'enzyme. Ainsi, on a pu éuablir
que l'oxygene (ADAMS et YANG, 1979) et Iion
Fe2+ (BOUZAYEN et al, 1991) sont des co-substrats.
De méme, plusieurs inhibiteurs ont été identifiés,
dont certains sont connus pour aftecter 'intégrité
des membranes, comme les agents découplants

de la pompe 2 protons (YU et al, 1980), les fortes

pressions osmotiques (IMASEKI et WATANABE,
1978) et les sondes lipophiles (MATTOO et i,
1979). Les difficultés d’extraction et le rdle des
effecteurs cités ci-dessus laissaient penser que
'EFE étair constituée par un complexe enzyma-
tique lié aux membranes et exigeait une intégrité
membranaire totale pour son fonctionnement.
Par ailleurs, bien que la molécule 'ACC ne
posstde pas de centre de chiralité, les tissus végé-
taux sont capables de discriminer entre les quatre
stéréo-isomeres de |'acide 1-amino-2-éthylcyclo-
propane-1-carboxylique (AEC), analogue de
I'ACC, en convertissant préférentiellement l'iso-
mere [1S, 2R] (HOFEMAN et 4/, 1982b). Cette
capacité de stéréodiscrimination est devenue le
critere essentiel de I'identification d'une authen-
tique activité EFE. Seules les activités de tissus
entiers, de protoplastes (ANDERSON et a/, 1979),
devacuoles (GUYet KENDE, 1984) ou de vésicules
tonoplastiques (MITCHELL ez @/, 1988) en éraient
dotés. Les conversions non stéréospécifiques de
'ACC ont été attribuées i des systémes aspécifi-
ques de production de radicaux libres (VENIS,
1984 ; DIOLEZ et al, 19806).

La découverte de la nature et des propriétés de
PEFE a été le résultar d’avancées importantes
réalisées dans le domaine de la biologie molécu-
laire de la maturation des fruits. Chez les fruits
climactériques tels que la tomate, le processus de
maturation est précédé d'une augmentation spec-
taculaire de la respiration et de la synthése d’éthy-
lene. Ce phénomeéne, appelé crise climactérique,
s'accompagne de changements dans |'expression
des génes, qui semblent étre 4 'origine du proces-
sus de maturation (MAUNDERS et al, 1987 ;
LINCOLN et al, 1987). Plusieurs clones d’ADNc,
correspondant a des ARNm, qui s'accumulenten

abondance lors de la maturation, ont été isolés
(SLATER er a/, 1985), mais seul celui codant pour
la polygalacturonase a pu étre identifié (GRIERSON
et al, 1986),

Afin d'isoler les génes impliqués dans la biosyn-
these et la perception de I'éthyléne, des clones
s'exprimant 2 la fois durant la maturation et au
cours de la blessure ont été répertoriés, sachant
que les deux phénomeénes induisent une forte
synthese d’éthyléene (SMITH er 4/, 1986). Cette
stratégic a abouti 4 I'isolement d’un clone, nom-
mé pTOM13, qui satisfaisait 2 ces critéres et qui
se trouvait, en plus, fortement exprimé dans les
feuilles sénescentes (DAVIES et GRIERSON, 1989).
Leséquencage du clone pTOM13 (HOLDSWORTH
et al, 1987) et des dones génomiques correspon-
dants (HOLDSWORTH et 4/, 1988) n'a pu fournir
aucune information sur la fonction de la protéine
codée par cette famille de genes. Le rdle du done
pTOM13 a été ensuite recherché par la mise en
ceuvre de la stratégie des ARNs antisens,

Des plantes de tomates ont été transformées par
le plasmide Ti modifi¢ &’ Agrobacterium tumefa-
sciens comportant une construction antisens de
'ADNc pTOM13 placé sous la dépendance du
promoteur CaMV 35S du virus de la mosaique
du chou-fleur (HAMILTON et 2/, 1990). Dans les
plantes transgéniques ainsi obrenues, la synthése
d’éthyléne ainsi que I'accumulation de 'ARNm
correspondant au clone pTOM 13 sont fortement
réduites, démontrant ainsi I'implication du clone
pTOMI13 dans la production d’éthyléne. En rai-
son de P'absence d’homologie de séquence avec
les génes connus de 'ACC synthétase, les auteurs
ont émis hypothese que ce clone codait pour
I'ACC oxydase. La fonction de la protéine a été
définitivement déterminée par expression hétéro-
logue de 'ADNc pTOM13 dans des organismes
qui sont naturellement incapables de produire de
léthyléne & partir de 'ACC. Les deux modeles
cellulaires urilisés au cours de ces expériences ont
éeé la levure Saccharomyces cerevisiae (HAMIITON
et al, 1991) et les oocytes de batracien Xenapus
(SPANU ez a/, 1991). A I'inverse des souches sau-
vages, les levures transformées sont capables de
convertir 'ACC en éthyléne selon les mémes
modalités biochimiques que les plantes et notam-
ment en discriminant les différents stéréo-iso-
meéres de PAEC analogue de 'ACC. Ces résultats,
obtenus avec des systtmes d’expression trés diffé-
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LATGHE ET AL

rents, apportent la preuve directe qu'un polypep-
tide de 35 kDa codé par un géne unique est
capable a lui seul de convertir TACC en éthyléne.
Cette découverte est trés éloignée de l'idée d’un
complexe multienzymatique associé aux mem-
branes, qui prédominait jusqualors. Compte
tenu des homologies de séquence avec un ADNc
codant pour une flavanone-3-hydroxylase,
VERVERIDIS et JOHN (1991) ont eu 'idée d'uti-
liser les conditions d'extraction et de dosage per-
mettant de solubiliser et de mesurer la flavanone-
3-hydroxylase. Ils ont pu ainsi mesurer une
activité EFE soluble chez le melon. Dés lors, la
purification jusqua homogénéicé de 'enzyme a
été réalisée chez la pomme (DUPILLE et @, 1992 ;
DONG et al, 1992a ; DUPILLE ez al, 1993 ; PIR-
RUNG et al, 1993) et les prapriétés biochimiques
ont pu érre déterminées, On sait maintenant que
I'enzyme, outre le fer (BOUZAYEN et al, 1991), a
besoin de I'ascorbate et du CO2 (DONG et al,
1992a ; SMITH et JOHN, 1993).

Lhistoire de la découverte de cette enzyme,
actuellement appelée ACC oxydase, est un cas
exemplaire de biochimie inverse dans lequel on
est parti du géne pour isoler I'enzyme. Depuis,
plusieurs clones codant pour I'ACC oxydase ont
été isolés dans divers types de fruits (avocar :
McGARVEY et al, 1990 ; pomme : DONG et al,
1992b ; ROSS er al, 1992 ; melon : BALAGUE e¢
al, 1993), de fleurs (WANG et WOODSON, 1991),
et d’autres végétaux (KENDE, 1993 ; ZAREMBISKI
et THEOLOGIS, 1994).

Des questions restent en suspens sur la localisa-
tion subcellulaire de 'ACC oxydase. Lanalyse
structurale de la protéine dérivée de la séquence
nucléotidique du clone pPTOM13 et de celle des
génes qui lui sont apparentés indique que I'ACC
oxydase ne renferme pas de pepride signal ou de
région transmembranaire, suggérant que la pro-
téine est cytosoluble. Une localisation cytosolique
de 'ACC oxydase semble incompatible avec cer-
taines caractéristiques observées in vivo telles que
la perte de la majeure partie de Iactivité des
protoplastes isolés A partir de plusieurs matériels
végétaux, et l'inhibition par les agents non per-
méants, les détergents, les agents découplants de
la pompe a protons ainsi que les agents osmoti-
ques. Un systéme non conventionnel d’excrétion
pourrait étre & I'origine de la localisation apoplas-
tique de P'enzyme, 2 moins qu'elle ne soit due
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I'existence d'autres génes codant pour une ACC
oxydase comportant les séquences consensus per-
mettant le transport transmembranaire de la pro-
téine. On peut noter cependant que les données
récentes concernant les familles multigéniques
codant pour I'ACC oxydase tendent 2 exclure
cette derniére hypothése (BOUZAYEN eral, 1993 ;
TANG et al, 1993). Des méthodes biochimiques
utilisant des gradients de radioactivité spécifique
de 'ACC entre l'intéfieur et U'extérieur de la
cellule ont permis de montrer que I'éthyléne était
généré A la fois par 'ACC extra- et I'ACC intra-
cellulaire (BOUZAYEN et al, 1990). Grice i I'ob-
tention d’anticorps contre 'ACC oxydase, il a éué
possible de vérifier I'existence de la protéine dans
la paroi chez la tomate et la pomme (ROMBALDI
et al, 1994). Toutefois, la présence d'une faible
quantité de protéine active au niveau du cyrosol
n'est pas 4 exclure. Les mécanismes moléculaires
d’adressage de la protéine vers la paroi restenta élucider.

ACC N-malonyltransférase

Cette enzyme qui conduit A la formation de
MACC peut jouer un réle dans la réduction de
la production d’éthyléne, en limitant la disponi-
bilité de PACC. Clest ainsi que I'auto-inhibition
de la synthese d’éthyléne dans le flavedo
d'agrumes (LU e7 @/, 1985) et la réduction de la
production d’éthyléne  la suite d'une illumina-
tion de plantules étiolées (JIAO et @, 1987 ; VAN-

" GRONSVELD et al, 1988) seraient sous la dépen-

dance d'une synthése accrue de MACC. Chez les
pommes en début de phase climactérique, plus
de 40% de 'ACC synthérisé dans la pelure et plus
de 5% de celle de la pulpe sont dirigés vers la

formation de MACC (MANSOUR et 2, 1986).

Au niveau cellulaire, on sait que la malonylation
de 'ACC a lieu dans le cytoplasme (BOUZAYEN
et al, 1988) ; le MACC formé est par la suite
transporté dans le compartiment vacuolaire par
un transporteur transtonoplastique (BOUZAYEN
et al, 1989). Depuis la vacuole, le MACC peut
étre exporté vers le cytoplasme par un processus
de diffusion lipophile associé 4 la protonation de
la molécule, et donc dépendant du pH vacuolaire
(PEDRENO et al, 1991). On connait peu de choses
sur la malonyltransférase, sinon qu'elle est égale-
ment capable de convertir certains acides aminés
de la série D en dérivés malonylés. 1l s'agirait donc
d’une enzyme de déroxification débarrassant la
cellule d'acides aminés « anormaux » dont l'in-
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corporation dans les protéines pourrait étre létale,
On sait que de tels acides aminés sont produits,
de méme que I'ACC, dans le cas de stress (REKO-
SLAVSKAYA et al, 1988). Il est donc intéressant de
noter que I'ACC est reconnu comme un D-acide
aminé. Récemment, GUO et a/ (1992) ont réussi
a purifier une malonyltransférase d’hypocotyles
de Phaseolus mungo et ont monuré que la forme
active de I'enzyme correspond 2 un monomére de
50-55 kDa. Au contraire, BENICHOU ez a/(1995)
ont purifié partiellement, a partir du méme
matériel végéeal, une ACC N-malonyltransférase

de 36 kDa. Cela indique qu'il existe plusieurs ~

isoformes de 'enzyme ; elles pourraient avoir des
réles physiologiques différents en raison d’affini-
tés plus fortes pour les acides aminés D (50-55
kDa) ou pour 'ACC (36 kDa). Le séquengage
des protéines et I'isolement de(s) géne(s) corres-
pondant(s) n'ont pas encore été réalisés.

@ manipulation génétique
de la biosynthese
de I'éthyléne

Le génie génétique appliqué aux végétaux vise A
créer des mutants par l'introduction de construc-
tions géniques destinées soit & exalter ou & inhiber
I'expression d’un géne endogéne, soit a introduire
un géne étranger qui confere un caractére nou-
veau 2 la plante. Conformément 4 la procédure
standard, il s'agit d’abord de réaliser une construc-
tion contenant le géne accompagné des séquences
qui vont réguler sa transcription, puis de I'insérer
dans un vecteur apte 4 transférer la construction
dans le tissu & transformer. Une des caractéristi-
ques principales des végétaux réside dans la toti-
potence de leurs cellules qui possedent la capacité
de régénérer une plante entiére. Les méthodolo-
gies de transformation génétiques s'appliquent
doncsoita des tissus végéatifs (cotylédons, jeunes
feuilles, cellules en culture, protoplastes, etc), soit
a des cellules germinales (pollen, ovules) qui
subiront par la suite des processus d'organogénése
ou d’embryogenese donnant ainsi naissance  une
plante entiére,

La méthode de transfert de génes la plus répandue
et la mieux maitrisée consiste & utiliser Agrobacte-
rium tumefasciens, responsable de la galle du collet
chez un grand nombre de plantes dicotylédones.

Au cours de l'infection, cette bactérie possede la
propriété de transférer une partie de son ADN
(ADN-T) a la cellule hérte. Le schéma simplifi¢
d'un processus standard de transformation de
plantes via Agrobacterium est donné sur la figure 2.
En fait, on utilise un systéme & deux vecteurs
(systeme binaire). Dans 'un des vecteurs (plas-
mide), FADN-T a été éliminé (excepté les bor-
dures droite et gauche) et remplacé par le géne
d'intérér associé a un géne de résistance 4 un
antibiotique (R), généralement la kanamycine ;
le géne de résistance & un antibiotique permet
ensuite de sélectionner les plantes transformées.
Lautre vecteur renferme les éléments permettant
le transfert de FADN-T « de remplacement »
(cest-a-dire le géne d'intérée associé au gene de
résistance a un antibiotique), Ce systéme de trans-
fert naturel de genes a été manipulé pour les
besoins du génie génétique, afin d'éiminer les
effets pathogénes en ne conservant que les fonc-
tions indispensables au processus de transfert.
Bien qu'étant trés efficace, cette méthode n'est
applicable qu'aux plantes hétes de la bactérie,
excluant ainsi la plupart des monocotylédanes et
notamment les céréales, dont I'intérét agronomi-
que est primordial.

Les méthodologies de génie génétique ont ouvert
des perspectives nouvelles en mati¢re de manipu-
lation de la biosynthése de I'éthylene et de la
maturation des fruits. GRAY et a/ (1992) ont passé
en revue les différentes voies de mise en ceuvre de
la stratégie des ARN antisens pour le controle
de la maturation des fruits. Les travaux cités par
ces auteurs portent essentiellement sur la to-
mate, qui a servi de systéme modele facile 2
régénérer et A transformer par Agrobacterium
tumefasciens. Nous ne considérerons ici que les
données les plus récentes dans le domaine de
I'éthylene. Comme cela a été précisé plus haut,
HAMILTON et «/ (1990) ont réalisé la transfor-
mation des tomates avec une construction anti-
sens du clone pTOM13 impliqué dans la syn-
these d’échylene. Les fruits transgéniques
obtenus présentaient une forte réduction de la
production d’éthyléne et un retard de marura-
tion qui se traduisaient par une durée de conser-
vation considérablement augmentée. Le méca-
nisme supposé d'inhibition de I'expression
d’un gene par la stratégie des ARN antisens est
représenté sur la figure 3.
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. Figure 2
tion schématique
de la transformation d'une
plante par Agrobacterium
tumefasciens.

LATCHE ET AL

Nous avons nous-mémes réalisé, en laboratoire,
la transformation génique du melon cantaloup
charentais avec un gene antisens codant pour
I'ACC oxydase de melon. Ce gene avait éé isolé
précédemment par BALAGUE et al (1993). Les
melons obtenus présentent une réduction consi-
dérable de la synthese d’éthyléne (AYUB et al,
1995 ; PECH er al, 1995). Contrairement aux
fruits témoins non transformés, ils ne manifestent
pas de crise climactérique de production d'éthy-
lene, aussi bien sur pied qu'aprés récolte. 1l en
résulte une inhibition de la maruration, se tradui-
sant par l'absence de jaunissement de I'écorce
(fig 4) et par un ramollissement trés réduit. En
revanche, la couleur de la chair n'est pas affectée.
De plus, la teneur en sucre est plus élevée en raison
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de I'absence de formation de zone d'abscission,
ce qui permet de prolonger I'apport d'éléments
nutritifs par la plante.

Une approche similaire utilisant un géne antisens
codant pour 'ACC synthétase a conduit 4 la
réduction de 99,5 % de la production d’échyléne
chez la tomate et A une suppression totale de la
maturation (QELLER et &/, 1991). Une autre stra-
tégie a éé utilisée avec succes chez la tomate dans
laquelle PACC est dévié de sa voie métabolique
naturelle vers I'éthyléne par surexpression d'un
géne bactérien codant pour une ACC déaminase
(KLEE er @/, 1991) ou d'un géne de bactériophage
codant pour une S-adénosylméthionine hydro-
lase (GOOD et al, 1994), entrainant une réduction
delasynthése d’éthyléne et un retard de maturation
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(KLEE, 1993). Dans tous les cas évoqués, la ma-
turation des fruits transgéniques peut étre restau-
rée ou accélérée par application d'éthylene exo-
géne.

Dans certains cas, les retards ou blocages de
maturation ne peuvent étre observés que si les
fruits sont récoltés a I'étar vert-mature. Les fruits
laissés sur pied marissent normalement ou parfois
méme plus rapidement que les fruits témoins non
transformés (PICTON et al, 1993 ; KLEE 1993).
Ce phénoméne, sans doute lié & une inhibition
insuffisante de la synthése déchyléne, pose le
probléme des relations plante-fruit sous un angle
nouveau puisque, dans le cas des fruits non trans-
formés, I'acte de la récolte accélére au contraire la
maturation (SFAKIOTAKIS et DILLEY, 1973).
Toutefois, lorsque I'inhibition de la syntheése est
trés forte, 'inhibition de la maruration est obser-
vée aussi bien sur pied quiaprés récolte, comme
dans le cas du melon transgénique obtenu par
AYUB et al (1995).

Lors d’essais d'identification d'un clone I’ ADNc
E8 associé A la maturation, PENARUBIA et al
(1992) ont montré que des tomates transformées
avec une construction E8-antisens présentaient
un retard de maturation associé A une stimulation
de la synthése d'éthyléne. Ces expériences n'ont
pas fourni d'indication sur la fonction de la pro-
téine codée par ce géne ; on sait cependant que
ce clone présente une homologie de séquence
significative avec le clone pTOM13 codant pour
'ACC oxydase.

Ces nouvelles approches de génie génétique sont
extrémement utiles pour la compréhension des
mécanismes de maturation des fruits. Elles pré-
sentent également un intérét appliqué dans le
domaine de la maitrise de I'évolution des fruits
aprés récolte.

@ inhibiteurs de synthése
de I'éthylene

Les études fondamentales portant sur la régula-
tion de la chaine de biosynthése de I'éthyléne ont
permis de découvrir un certain nombre de subs-
tances inhibant la production d’éthyléne de
maniére relativement spécifique.

PLANTE NORMALE

PLANTE TRANSGENIQUE

5 3 5 <3 5' 3
3 5t 3! &' 3 5'

:'Gé'ne'endogéng. : _

Géne endogéne Géne antisens transferé
Transcription
ESSSSSSSANE j——"—
Hallge - i e B Y 59, SEue
ARN sens ARN sens ARN antisens
S -
| Traducton i ot
' ' ' ARN double brin
Traduction empéchée
Synthése de la protéine Synthése de la protéine inhibée
Figure 3
e ) Meécanisme hypothétique
inhibiteurs de 'ACC synthétase dinhibiton de l'expression d'un
gene par la stratégie des ARN

(tableau IIl)

Comme déja précisé, 'ACC synthétase est une
enzyme A pyridoxal phosphate. Deux types d'in-
hibiteurs d'enzymes a pyridoxal phosphate se sont
avérés s efficaces sur l'activité ACC synthérase.
Le premier type correspond 4 des analogues de la

Tableau Il

antisens (= promoteur).

Formule chimigue et origine d'inhibiteurs d''ACC synthétase.

Rhizobitoxine H Cultures de Rhizobium
| Japoniucum
CHz-CH-CHz-O-C=C-CH-COOH  (Owens L, 1869)
| | I 1
OH NH:z H NH3
Acide L.-2-amino-4-(2'-amino-3'-
hydroxy-propoxy)-trans-3-buténoique
AVG H Cultures de Streptomyces
Aminoéthyl- | (PrUESS et al, 1974)
Vinyl- CHa-CHz-0-C=C-CH-COOH
Glycocolle | ||
NH> H NH»
Acide L-2-amino-4-(2'-amino éthoxy)-
trans-3-buténoique
AOA NH2-0-CHz-COOH Substance de synthése
Acide amino oxy acétique (Yuet al, 1979)

Fruits, vol 50 (5) 387



Figure 4

Evolution de la couleur de

l'écorce de melons non
transformés (WT) et
transformés avec un géne
antisens codant pour
I'ACC oxydase (AS). La
valeur b, évaluée a l'aide
du chromametre Minolta,
correspond & la feinte
jaune.
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L-vinylglycine, inhibiteur compétitif de I'enzyme
(SATOH et YANG, 1989a) ; il s'agit de la rhizobi-
toxine et de I'aminoethoxyvinylglycine (AVG). Le
second type est constitué par des analogues de
I'hydroxylamine qui forment des oximes stables
avec le pyridoxal phosphate comme I'acide ami-
nooxyacétique (AOA). Des applications SAVG
par infiltration dans des poires (NESS et ROMANI,
1980) ou par pulvérisation sur des pommes (BAN-
GERTH, 1978) entrainent une réduction de la
synthese d'éthyléne ainsi qu'un retard de matura-
tion. LAVG et 'AOA sont également efficaces pour
prolonger la durée de survie des fleurs coupées
(WANG et BAKER, 1980 ; BROUN et MAYAK, 1981),

inhibiteurs de I'ACC oxydase

LACC oxydase est fortement inhibée par les ions
Co?* et Ni2*. On sait maintenant que ces deux

ions agissent probablement en se substituant au

fer qui est un co-facteur essentiel de I'enzyme
(BOUZAYEN et al, 1991). Les ions Co®* ont des
effets physiologiques opposés i ceux de I'éthyléne,
par exemple ils retardent la sénescence des fleurs
(CHANDRA et al, 1981) et stimulent la croissance
des tiges ou des feuilles (MILLER, 1951 ;
THIMANN, 1956). Les capteurs de radicaux libres
tels que le #-propyl gallate, I'acide acétyl salicyli-
que ou le benzoate de sodium (APELBAUM ez 4/,
1981 5 BAKER et al, 1978 ; LESLIE et ROMANI,
1986) inhibent également la conversion de 'ACC
en éthylene. Ils pourraient agir en piégeant des
formes radicalaires de 'ACC, mais également en
piégeant le fer. Enfin, les agents découplants tels
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que le DNP (dinitrophénol) et le CCCP (carbo-
nyleyanide m-chloro-phenylhydrazone) inhibent
I'ACC oxydase (YU ez al, 1980 ; APELBAUM et al,
1981a). On a longtemps pensé que cette inhibi-
tion éait lide i 'association de I'ACC oxydase aux
membranes. Ce mode d'action est maintenant 2
reconsidérer puisque I'on sait aujourd’hui que
Penzyme peut fonctionner 4 I'état soluble en
présence des co-facteurs convenables (VERVERI-
DIS et JOHN, 1991 ; MCGARVEY et CHRISTOF-
FERSEN, 1992). Enfin, I'acide alpha-aminoisobu-
tyrique, qui présente uneanalogie structuraleavec
ACC, inhibe la synthese d'éthyléne en se com-
portant comme un inhibiteur compétitif de

PACC oxydase (SATOH et ESASHI, 1982).

@ mode d'action de
I'éthyléne : perception
et transduction du signal

Les premiéres études sur le mode d'action de
I'échyléne sont dues a BURG et BURG (1967), qui,
en ¢tudiant les relations structure/fonction d'une
série d’hydrocarbures insaturés au moyen du
bioessai de croissance de 'hypocotyle de pois, ont
observé que les exigences pour l'activité biologi-
que étaient comparables 4 la stabilité des com-
plexes oléfines-argent. Ils en ont conclu que
I'éthylene pourrait agir en se fixant de fagon
réversible sur un complexe contenant un métal
qui pourrait étre le cuivre. Certe hypothese n'a
jamais été vérifiée, mais la fixation de I'échylene
surun éventuel site récepteura pu étre déterminée
in vive et in vitro (SISLER, 1979 ; BENGOCHEA et
al, 1980). Des expériences de compétition avec
des analogues structuraux de 'éthyléne apportent
une confirmation supplémentaire de I'existence
de récepreur (s) (SISLER et YANG, 1984). Cepen-
dant, I'isolement d’une entité capable de fixer
I'éthylenc par des méthodes biochimiques pures
n'a jusque la pas abouti définitivement (HALL e
al, 1993). Les plantes montrent une grande
diversité de réponse i I'éthylene selon le stade de
développement et le tissu concerné (tableau I).
Dans chacune de ces situations physiologiques,
I'éthyléne controle lexpression d'un grand nom-
bre de génes. Ainsi, plusieurs génes dont I'expres-
sion est régulée par I'éthylene ont éié isolés par
criblage d'une banque d’ADNc (LINCOLN et 4/,
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1987). Parmi ceux-ci, on a pu identifier les génes
codant pour un inhibiteur de protéases
(MARGOSSIAN et al, 1988) et pour la chitinase
(BOLLER er al 1983 ; BROGLIE er al, 19806).
D'autres clones induits par I'éthyléne ont été
caractérisés, mais leurs fonctions demeurent i ce
jour inconnues. Des séquences i, régulatrices de
ces génes spécifiques de la réponse a I'éthyléne,
ont pu étre identifiées (DEIKMAN et FISHER,
1988 ; BROGLIE et al, 1989). Cependant, les
événements moléculaires impliqués dans la

chaine de transduction du signal éthyléne restent -

non élucidés. Des travaux récents urilisant
diverses mutants d'Arabidopsis thaliana ont per-
mis de décrire une série d'éléments géniques im-
pliqués dans la chaine de transduction du signal
éthylene. Les érudes menées avec les doubles
mutants issus de croisements entre ces mutants
primaires de la perception de I'éthyléne ont per-
mis de les positionner séquentiellement sur la
chaine de transduction de I'hormone. Ainsi,
I'éthyléne estd’abord peru par le produit du géne
EINI (GUZMAN et ECKER, 1990), puis par celui
du géne CTRI (KIEBER er al, 1993) avant de
passer par la protéine codée par le géne EIN3
(ECKER, 1995). Les mutations EINI et EIN3
conferent l'insensibilité a I'échyléne, alors que les
mutants C7TRI expriment constitutivement la
réponse i I'éthylene méme en I'absence de traite-
ment hormonal. Le géne correspondant & CTRI
a été cloné (KIEBER et o/, 1993). Il code pour une
protéine de 99 kDa ayant des analogies de sé-
quence avec la famille de génes Raf codant pour
des protéines kinases dans les cellules eucaryores.
Par ailleurs, étude des mutants insensibles a
I'éthyléne a débouché sur l'isolement et le clonage
du géne ETRI (CHANG et al, 1993). Comme
EINI, la mutation ETR1 présente un caractére
dominant et il est donc probable que ces deux
mutations affecrent le méme géne. La protéine
codée par ce clone présente danssa partie carboxy-
terminale une forte homologie avec la famille de
protéines impliquées dans la transduction des
signaux chez les procaryotes, connue sous le nom
de systtme & deux composés. Le clonage du géne
ETRI dans la levure a permis de générer des sites
de fixation de I'éthylene, indiquant que la pro-
téine ETRI agit comme un récepteur d'éthyléne
(SCHALLER et BLEECKER, 1995). Ces résultats,
schématisés sur la figure 5, constituent une étape

importante sur la voie de I'ducidation du mode
d'action de I'éthyléne.

@ inhibiteurs des effets
de I'éthyléne

Il s'agit de substances interférant avec la percep-
tion de I'éthyléne. Bien que le(s) site(s) récep-
teur(s) de I'éthyléne soient totalement inconnus,
on sait évaluer l'effer d’antagonistes d'action de
I'éthylene a l'aide de tests biologiques tels que
I'élongation de 'hypocotyle de pois, ou bien par
leur capacité i déplacer de I'éthyléne marqué au
14C fixé sur des tissus. Dans ces conditions, il a
été possible de montrer que le CO2 empéche ou
retarde les effets de I'échyléne (BURG et BURG,
1967). Cependant, on sait depuis peu que le CO2
est aussi un cofacteur de I'ACC oxydase. Son
mode d’action est donc difficile  évaluer in vivo.
Quoi qu'il en soit, son utilisation commerciale est
trés répandue pour la prolongation de la durée de
conservation des fruits en atmosphéres contrdlées
ou modifiées. I'un des plus puissants inhibiteurs
de l'action de I'éthylenc est l'ion Ag* (BEYER,
1976). Appliqué sous forme de complexe avec
l'ion thiosulfate, il pénétre rapidement dans les
végéraux et ralentit ou inhibe les processus de
sénescence (REID, 1980 ; VEEN, 1983). Il est
surtout utilisé commercialement dans certains
pays pour la prolongation de la durée de survie
des fleurs coupées. Les effets de Ag* correspon-
draient & une interaction avec les ligands impli-
qués dans la perception de I'éthyléne, les rendant
ainsi inactifs. Certaines oléfines cycliques, analo-
gues structurales de I'éthyléne, comme le norbor-
nadi¢ne (fig 6), inhibent les effets de I'éthyléne de
fagon compéritive (SISLER et YANG, 1984). Une
autre molécule, la diazocyclopentadiéne (DACE,
fig 6), s'est avérée beaucoup plus efficace que la
norbornadiéne pour inhiber les effets de I'éthy-
léne. 1l s'agit d'une molécule capable de photo-
lyse avec un temps de 1/2 transformation de
28 minutes & 25 °C sous lumiére fluorescente
de 375 pmol m?/s (5000 lux). La molécule est
capable d’entrer en compérition avec I'éthyléne
pour la fixation sur des sites récepteurs. Cette
capacité est plus élevée aprés photolyse
(Kd = 0,12 pl/l) qu'avane (Kd = 195 pl/l ; SISLER
et BLANKENSHIP, 1993). Lapplication de DACP
permet de retarder la maturation des romates et
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des pommes (SISLER et BLANKENSHIP, 1993 ;
BLANKENSHIP et SISLER, 1993). Enfin, un an-
iste extrémement efficace de I'action de
I'éthylene, semblant se lier de fagon irréversible
sur les sites récepteurs, le 1-méthyl-cyclopro-
pene (1-MCP, fig 6) a été découvert trés récem-
ment (SEREK ef al, 1996 ; SISLER et al, 1995).
1l est actif  des doses trés faibles, de I'ordre de
quelques ppb, pour empécher la sénescence des
fleurs et la maturation des fruits. Son applica-
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tioncommercialeenvuede prolongerladuréede
vie des fleurs coupées ou en pots semble envisa-

geable.

« molécules chimiques
génératrices d'éthylene

Un grand nombre de molécules génératrices
d’éthylene a éué proposé. La plupart d’entre elles
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mettent en eeuvre un groupement chloroéthyl lié
4 un phosphate, un silicium ou un soufre (BEAU-
DRY et Kavs, 1988). La plus connue de ces
molécules est I'acide chloroéthyl phosphonique
ou éthéphon (fig 7) qui est d'ailleurs le régulateur
de croissance le plus urilisé en agriculture. Ses effets
sont ceux de I'éthylene et les principales utilisations
sont présentées dans le tableau IV (YANG, 1969).

@ conclusions

La synthése présentée met en évidence I'impor-
tance des progrés qui ont été obrenus  l'issue des
divers travaux évoqués, dans la connaissance de la
biosynthése de I'éthylene, tant sous ses aspects Figure 6
biochimiques que cellulaires et moléculaires. Elle Roprésantation du 2,5 norbormadéne (NBD),du dazocyclopentaciéns (DACF) et
souligne également les applications actuelles et du 1-méthyle-cyclopropene (1-MCP), inhibiteurs compétitifs de I'action de I'éthyléne.
potenticlles qui pourraient éure faites de cette L& DACPestinstable a la lumiére.

: 'éthéphon
en éthyléne (Yang, 1968).
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hormone dans le domaine de I'agronomie, ainsi
que la diversité de son spectre d'utilisation. 1l reste
cependant beaucoup de progrés a accomplir pour
préciser le mode d'action et de perception de
I'éthylene. Lérude des diverses réponses i cette
hormone données par des types mutants se pré-
sente aujourd hui comme 'approche privilégiée
qui permettra de connaitre les événements molé-
culaires constituant la chaine de transduction du
signal éthylene.
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